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RESUMO GERAL

O morango é consumido predominantemente in-natura, sendo necessario garantir a qualidade
do produto durante o cultivo, colheita, transporte e armazenamento, com intuito de reduzir
perdas e alcancar melhor aceitacdo pelo consumidor. Dessa forma, faz-se necessaria a adogéao
de métodos que sejam eficientes na reducdo de microrganismos, tanto patogénicos como
deteriorantes, de tal forma a garantir a seguranca do produto e, consequentemente, reduzir a
velocidade do processo de deterioracdo. Uma alternativa que vem sendo estudada como
agente antimicrobiano em produtos de origem vegetal e animal é o gas ozdnio, que possui alto
potencial oxidativo, o que o torna eficiente no controle dos diversos grupos de
microrganismos. Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito do 0z6nio
aplicado em morango produzido em sistema organico sobre microrganismos deteriorantes e
patogénicos e o efeito na qualidade do produto, adotando-se diferentes combinacGes de
concentracdo e periodo de exposicdo ao gas. Foram utilizados morangos da variedade
“Festival” adquiridos diretamente de um produtor organico da regido administrativa de
Brazlandia no Distrito Federal, coletados no estado de maturacdo comercial (3/4 maturacdo).
Os morangos, devidamente selecionados, foram divididos em cinco lotes correspondendo aos
tratamentos: morangos ndo ozonizados — controle; morangos ozonizados na concentracdo de
1000 ppm durante 30 minutos; morangos ozonizados na concentracdo de 1000 ppm durante
60 minutos; morangos ozonizados na concentragdo de 2000 ppm durante 30 minutos;
morangos ozonizados na concentracdo de 2000 ppm durante 60 minutos. Apds a 0zonizacao,
os frutos foram armazenados em camara fria a 5 °C por 12 dias. As andlises dos frutos foram
realizadas no dia da ozonizacdo (tempo zero) e a cada trés dias de armazenamento. Foi
avaliada a pesquisa de Salmonella spp. e a analise de Numero Mais Provavel de coliformes a
35°C e Coliformes termotolerantes, contagem de bolores e leveduras e contagem de bactérias
mesofilocas aerobias. Avalia¢cBes qualitativas dos frutos foram realizadas no dia da
ozonizagdo (tempo zero) e a cada trés dias de armazenamento. As varidveis qualitativas
avaliadas foram percentual de perda de massa fresca, pH, teor de Vitamina C, solidos soluveis
totais, acidez titulavel, relacdo entre sélidos sollveis totais, saturacdo, tonalidade e diferenca
de cor. Adotou-se Delineamento Inteiramente Casualizado em esquema fatorial 5X5, sendo
cinco tratamentos e cinco periodos de armazenamento (0, 3, 6, 9 e 12 dias), com quatro
repeticdes. Inicialmente realizou-se analise de variancia e posteriormente teste de Tukey a 5%

de probabilidade. Em funcdo da auséncia de Salmonella spp. e da inexpressiva contagem de
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coliformes totais e de coliformes termotolerantes, ndo foi possivel avaliar o efeito da
0zonizagdo sobre esses grupos de microrganismos nos morangos. Com relagdo a contagem de
bolores e leveduras, ndo houve variacao significativa em funcdo da ozonizacdo, sendo que a
méaxima reducéo foi de 0,82 ciclo log, nos frutos ozonizados na concentracdo de 2.000 ppm,
por 60 minutos. Verificou-se, no inicio do armazenamento, contagem de bactérias
mesdfilicas aerdbias nos frutos ozonizados nas concentrages de 1.000 e 2.000 ppm, por 60
minutos, foi inferior a contagem obtida nos frutos ndo ozonizados. Outra tendéncia observada
foi a reducdo significativa na contagem de bactérias mesofilicas aerébias no terceiro dia de
armazenamento nos frutos ozonizados nas concentragdes de 1.000 ppm, por 60 minutos, e
2.000 ppm, por 30 e 60 minutos, em comparacdo aos valores médios obtidos no inicio do
armazenamento. O percentual de perda de massa fresca foi menos intenso nos frutos
ozonizados. Em geral, as variaveis pH e sélidos solGveis totais apresentaram mesma tendéncia
em frutos ozonizados ou ndo. N&o houve variagdo significativa em funcdo da exposicdo ao
0zOnio nas varidveis acidez titulavel, relacdo entre solidos solUveis totais, saturacdo,
tonalidade de cor. Com relacdo a diferenca de cor, ocorreu aumento menos intenso nos frutos
ozonizados. Concluiu-se, a partir dos resultados obtidos, que a ozonizacdo € um método
promissor, no que tange o controle de microrganismos em morangos produzidos em sistema
organico e na manuten¢do da qualidade do produto. E importante a realizacdo de outros
trabalhos, adotando-se diferentes combinacfes de concentracdo e periodo de exposi¢do ao
gas, de tal forma que se consiga aumentar a eficacia do método no controle dos

microrganismos, sobretudo na contagem de bolores e leveduras.

Palavras-chave: Ozbnio; microrganismos patogénicos; microrganismos deteriorantes;

qualidade; armazenamento.

XV



ABSTRACT

The strawberry is predominantly consumed in-kind, being necessary to ensure product quality
during cultivation, harvest, transport and storage in order to reduce losses and achieve better
consumer acceptance. Thus, it is necessary to adopt methods that are effective in reducing
microorganisms, both pathogenic and spoilage, so to ensure the safety of the product and thus
decelerate the deterioration process. An alternative that has been studied as an antimicrobial
agent in plant and animal products is ozone gas, which has high oxidative potential, which
makes it effective in controlling various groups of microorganisms. Considering this, the aim
of this work is to evaluate the effect of ozone applied in strawberry produced in organic
system on rough and pathogenic microorganisms and also the effect on product quality,
adopting different combinations of concentration and gas exposure period. It was used a
variety of strawberries called Festival, acquired directly from an organic farmer in the
administrative region of Brazlandia (in Distrito Federal, Brazil) collected in the state of
commercial maturity (3/4 maturation). Strawberries, properly selected, were divided into five
lots corresponding to the following treatments: 1) not ozonated strawberries - control; 2)
strawberries ozonized at 1,000 ppm for 30 minutes; 3) strawberries ozonized at 1,000 ppm for
60 minutes; 4) strawberries ozonized at a concentration of 2,000 ppm for 30 minutes; and 5)
strawberries ozonized at a concentration of 2,000 ppm for 60 minutes. After ozonation, the
fruits were stored in a cold chamber at 5 ° C for 12 days. The fruit analysis were performed on
the day of ozonation (time zero) and each every three days storage. The presence of
Salmonella spp were evaluated. Besides, and quantified total coliforms and fecal coliforms,
molds and yeasts and mesophilic aerobics fruit quality evaluations were performed on the day
of ozonation (time zero) and every three days of storage. Qualitative variables were
percentage of weight loss, pH, vitamin C content, total soluble solids, titratable acidity,
soluble solids ratio, saturation, hue and color difference. Completely randomized design in
factorial 5x5 was adopted, with five treatments and five storage periods (0, 3, 6, 9 and 12
days), with four replications. Initially it was performed analysis of variance and subsequently
Tukey test at 5% probability. Due to the absence of Salmonella spp. and inexpressive total
coliform count and coliform was not possible to assess the effect of ozonation on these groups
of microorganisms in the strawberries. Considering to yeasts and molds, there was no
significant variation as a function of ozonation, and the maximum reduction was 0.82 log
cycle, fruits ozonized at a concentration of 2,000 ppm for 60 minutes. It has been found, the
beginning of storage, the mesophilic aerobic count fruit ozonized at concentrations of 1,000
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and 2,000 ppm for 60 minutes, less than the count obtained ozonized no fruit. Another trend
was observed a significant reduction in the mesophilic aerobic count in the third storage day
in fruit ozonized at concentrations of 1,000 ppm for 60 minutes, and 2,000 ppm for 30 and 60
minutes compared to values obtained at the start of storage. The mass loss rate was less
intense in ozonated fruit. In general, pH and soluble solids showed the same trend ozonized
fruits or not. There was no significant variation due to exposure to ozone in the variables
titratable acidity, ratio of total soluble solids, saturation, color tone. Regarding the color
difference has been less intense increase in ozonated fruit. It was concluded from the results
obtained, that ozonation is a promising method, regarding the control of microorganisms in
strawberries produced in organic system and maintaining product quality. It is important to
perform multiple trials, adopting different combinations of concentration and gas exposure
period, so that it can increase the effectiveness of the method in the control of

microorganisms, especially yeasts and molds.

Keywords: Ozone; pathogenic microorganisms; spoilage microorganisms; quality; storage.
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1 INTRODUCAO GERAL

Alimentar-se € muito importante, mais alimentar-se bem é um dever para manter um
bom estado de saude e qualidade de vida. Atualmente existe uma grande mudanca alimentar a
nivel mundial, o que tem provocado um aumento no consumo de frutas e hortalicas in natura.
O Brasil é o terceiro maior produtor de frutas no mundo (ANUARIO BRASILEIRO DE
FRUTICULTURA, 2014), e segundo o Instituto Brasileiro de Frutas (lbraf), estima-se que no
ano 2012 o consumo per capita de frutas atingiu os 70,84 quilos/habitante/ano.

Destaca-se dentro deste consumo as chamadas “pequenas frutas”, que apresentam um
grande aumento na producdo. Nos Ultimos 60 anos o consumo mundial do morango, que
forma parte desta denominacéo, tem apresentado um constante e elevado acréscimo, em torno
de 400 vezes maior. O consumidor aprecia 0 morango pelos atributos intrinsecos como: a cor,
o brilho, sabor, textura e odor. Além das vantagens nutricionais, antioxidantes, anti-
inflamatorias e antialérgicas, sendo cada vez, mas estudadas nos efeitos na saude.

Atualmente a producdo mundial segundo a FAO (2014) é aproximada a 4,52 milhdes
de toneladas, sendo o maior produtor os Estados Unidos, com 1.366.850 toneladas. No Brasil
a producdo é de aproximadamente 133.000 toneladas (EMATER, 2014). No entanto, o
promissorio cultivo de morango encontra-se questionado, principalmente pelo uso de
quimicos para o controle de pragas e doencas, 0 que pode provocar uma reducdo na qualidade
do fruto ao apresentar residuos quimicos que constituem um risco para a saude do
consumidor. Em 2012, os dados publicados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
mostraram que foram detectados cinco diferentes tipos de residuos de ingredientes ativos
irregulares no cultivo de morango (ANVISA, 2012). Tal fato tem provocado demanda
crescente por produtos com qualidade higiénico-sanitaria satisfatériao, aos consumidores
optam por produtos indcuos, nutritivos e isentos de agrotoxicos.

Nesse sentido, o produtor tem procurado o aperfeicoamento do cultivo orgéanico do
morango com 0 uso de boas praticas agricolas de manejo, apresentando ampliacdo expressiva
neste tipo de producdo, dando um valor agregado ao morango organico no mercado. De
acordo com Darolt (2001) apud Camargo (2008), varios produtores da regido Sul do Brasil
tém mostrado que o cultivo organico apresenta viabilidade técnica, econémica, social e
ecoldgica.

O fruto obtido no cultivo organico apresenta polpa mais firme e maior quantidade de
solidos soluveis, além de apresentar coloracdo mais intensa (ANDRADE, 2014). Os Estados
Unidos tém aumentado as vendas das pequenas frutas organicas em 50% desde o ano 2008 a
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2011, e os morangos sdo responsaveis da metade das vendas com 37.800 toneladas colhidas.
Salienta-se que o Brasil ocupa a quarta posi¢do em superficie destinada a agricultura organica
produtiva no mundo, com 7.114.764 ha (IPD, 2014). E no ano 2013 o Distrito Federal
apresentou uma producao de 100 toneladas aproximadamente de morango organico.

O morango é uma fruta muito susceptivel a contaminacdo, e um fator limitante é
garantir um eficiente manejo fitossanitario nas diferentes etapas de cultivo, pelo que séo
importantes estudos na fase de pds-colheita com foco em boas praticas de conservacao para
aumentar a vida de prateleira, e que ndo comprometam a pureza a microbiologica e a
qualidade fisico-quimica dos frutos.

As tecnologias de santificacdo sdo utilizadas como parte da cadeia produtiva na
conservacdo e sanidade do produto até chegar ao consumidor. Atualmente o cloro e seus
produtos derivados sdo os mais utilizados na higienizacdo das verduras e frutas. A legislacdo
brasileira tem aceitado o uso do cloro na sanitizacdo dos alimentos, na etapa pds-colheita. No
entanto, Lazarova (1999) menciona que as principais desvantagens do processo de sanitizagdo
com cloro é a formacdo de subprodutos quimicos mutagénicos, em agua e alimentos. Em
virtude disso existe a necessidade de pesquisar métodos alternativos de desinfecdo para uso
nos alimentos.

O ozbnio é considerado um método sanitizante ndo tradicional. Foi descoberto em
1785, e usado pela primeira vez no ano 1906 na Franga, numa estacdo de tratamento de dgua
potavel. No ano de 1982, a GRAS (Generally Recognized as Safe), aprovou seu uso para
sanitizacdo de alimentos e em 1995, os Estados Unidos fez uso do ozdnio para a sanitizagdo
de garrafas de agua (GRAHAM, 1997; SOPHER et al., 2002; GUZEL-SEDYDIM, 2004).
Além disso, 0 ozbnio tem sido proposto como alternativa no controle de insetos de graos
armazenados (ROZADO et al., 2008). Nos Estados Unidos o uso de ozonio foi aprovado no
Food Drug Administration (FDA) a partir de 26 de Junho de 2001 (FDA, 2001).

Existem diferentes trabalhos referentes ao uso de ozbnio como sanitizante de
alimentos, no entanto, sdo necessarios estudos mais aprimorados desta tecnologia para
estabelecer a eficiéncia das doses ou tempos de exposi¢do do géas, para assim garantir a pureza
microbioldgica e ndo comprometer as caracteristicas fisico-quimicas dos alimentos.

Em vista ao exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a 0zonizagdo como método
alternativo na conservacdo de morango produzido em sistema organico, adotando-se

diferentes condicdes.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 Morango (Fragaria ananassa Duchesne)
2.1.1 Descricdo Botanica

O morango pertence ao Reino Plantae, divisdo Magnolophyta, classe Magnoliopsida,
ordem Rosales, familia Rosaceae, subfamilia Rosoideae, tribo Potentilleae, e género Fragaria
(SILVA et al., 2007). Existem aproximadamente 24 espécies destas, 12 sdo diploides
(2n=2x=14), cinco tetraploides (2n=4x=28), um hexaploide (2n=6x=42), 2 octaploides
(2n=8x=56), um decaploide (2n=10x=70) e trés espécies hibridas F x bifera (diploide e
triploide), F. x bringhurstii (pentaploide, hexaploide e nanoploide) e F x ananassa ssp.
cuneifolia (HUMMER et al., 2009; STAUDT, 2009).

No inicio do século XVIII, um oficial do exercito francés, Amédee Frézier, levou
algumas plantas da espécie Fragaria chiloensis L. Duchesne originaria do sul do Chile e da
Argentina para o jardim do Rei em Paris, onde clones da espécie Fragaria virginiana
Duchesne, originaria do leste de América do norte, encontravam-se em cultivo. Os hibridos
gue emergiram de um cruzamento acidental entre estas duas espécies apresentaram boas
caracteristicas em tamanho, cor e odor o que provocou um grande desenvolvimento da
inddstria de morango na Franga sendo o primeiro hibrido nomeado como Fragaria ananassa
Duchesne nomeado também “pinheiro” ou “morango abacaxi” (DARROW, 1966). O
morango pinheiro tornou-se o progenitor do morango que é cultivado até hoje, sendo a
espécie mais cultivada e mais importante economicamente (STAUDT, 1962; TOLEDO, 2003;
NYUGUNA, 2010).

Existem relatos sobre a ocorréncia das especies Fragaria vesca e Fragaria moschata,
na Franca e na Inglaterra, desde o século XV (SANHUENZA, 2005; OLIVEIRA 2012). Na
atualidade, sdo conhecidos cultivares que possuem genes de Fragaria vesca e Fragaria

ovalis, de origem européia (BRAHM et al., 2004).

O morangueiro é uma planta perene, dicotiledénea, herbacea e estolonifera. Apresenta
caule semisubterraneo, curto e fibroso, chamado coroa, com entrends curtos, cujas gemas
terminais permitem o desenvolvimento das folhas. As folhas s&o alternas compostas,

trifoliadas e inseridas no caule por peciolos considerados longos. Os foliolos sdo dentados de



cor verde escuro na face superior acinzentada e pilosa na inferior e apresentam crescimento
rasteiro (GUIMARAES et al., 2013).

O sistema radicular é fasciculado, compreendendo raizes primarias e secundarias.
Esta ultima é constantemente renovada a cada vez que morrem e atingem uma profundidade
normalmente de 50 a 60 cm das quais, aproximadamente nos 95% se fixam nos primeiros 20
cm de solo (RONQUE, 1999). As raizes apresentam um sistema fasciculado e originam-se da
coroa e crescem principalmente nas épocas de dias curtos, menor do que 12 horas de luz. Em
épocas frias é necessario utilizar cobertura plastica para elevar a temperatura do solo,
favorecer o crescimento radicular, ajudar no controle de doencas (SANHUENZA et al.,
2005). Os estoldes se desenvolvem das gemas basais, capazes de gerar raizes dando origem a

novas plantas.

Suas flores sdo geralmente hipoginicas e andrégenas, porém, em algumas cultivares,
as flores podem ser unissexuais masculinas ou femininas (BRANZANTI, 1989; RONQUE,
1998 apud CAMARGO, 2008). Encontram-se agrupadas em inflorescéncias e 0 numero varia
muito numa mesma cultivar e estas inflorescéncias apresentam um pedunculo floral que é
ereto e curva-se apds a polinizacdo na formacdo do fruto. As pétalas sdo livres e lobuladas,
podendo ser brancas ou avermelhadas, dispostas ao redor do receptaculo apresentando de oito
a dez sépalas. Apos a fecundacgdo, os dvulos se transformam em aquénios que estimulam o
engrossamento do receptaculo, convertendo-se numa superficie comestivel que ¢é
botanicamente denominado como pseudofruto ou infrutescéncia, o que chamamos de
morango. Os aquénios permanecem aderidos a esta superficie sendo os frutos verdadeiros,
diminutos que apresentam cores vermelhas ou amarelas, sendo composto por uma Unica
semente (HENNION et al.,1997; SANHUENZA et al., 2005).

Na atualidade, em fungdo dos trabalhos desenvolvidos de melhoramento genético,
existe muitas cultivares adaptados as diferentes condic¢Ges climaticas e ambientais. No Brasil,
a cultura foi distribuida em diversas regides no inicio da década de 1970. Nesta mesma época
no Rio Grande do Sul houve grande impulso comercial do morango, concentrando-se
principalmente no Vale do Rio Cai e na Serra Gaucha e a cultivar Campinas foi uma das
primeiras cultivares utilizadas (SANHUENZA et al, 2005; PASSOS, 1998). Além disso,
surgiram as cultivares Guarani, Monte Alegre e Princesa Isabel desenvolvidos pelo Instituto
Agrondmico de Campinas. As cultivares Santa Clara, Konvoy-Cascata e Vilanova foram
concebidos pela Embrapa Clima Temperado (ANTUNES; FILHO, 2005).
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A cultivar Florida Festival utilizada neste trabalho, € originaria do cruzamento entre a
cultivar Rosa linda da Estacdo de Agricultura da Florida e a cultivar Oso grande da
Universidade da California. As quais foram selecionadas por apresentar caracteristicas como:
maior rendimento no inicio da producdo, bom formato do fruto, maior tamanho e firmeza dos
frutos em relagdo as cultivares produzidas na época de seu desenvolvimento. Esta cultivar
tem sido desenvolvida desde 1995, e os Gltimos ensaios foram realizados em Janeiro do ano
2000 na Universidade de Florida. Esta cultivar € suscetivel a antracnose causada por
Colletotrichum acutatum Simmonds e podriddo da coroa causada por Colletotrichum
gloeosporodies Penz. No Brasil esta cultivar foi introduzido pela primeira vez no ano 2007
do pais Argentino (CHANDLER et al., 2000).

A cultivar Flérida Festival é de dias curtos, isto é, iniciam o florescimento em
condicGes de fotoperiodo geralmente menor do que 12 horas. Em épocas de outono e inverno,
apresenta aparéncia vigorosa e os foliolos apresentam comprimentos de 7 a 12 cm, com
calices grandes e vistosos e frutos de forma cénica. Quando maduros, os frutos apresentam
aspecto brilhante e coloracdo vermelha escura, com textura firme e excelente odor. Esta
cultivar é suscetivel a Antracnose causada por Colletotrichum acutatum Simmonds e a
mancha-angular, ocasionada por Xanthomonas fragariae Kennedy & King (CHANDLER,
2000).

2.1.2 Producao

Na ultima década, o cultivo e a producdo do morango tém aumentado de acordo com a
demanda de mercado. Os maiores produtores em 2013 foram os Estados Unidos, com
1.366.850 toneladas do fruto, seguido pelo México com 360.426 toneladas, Turquia 353.173
toneladas, Espanha 289.900 toneladas, e Egito 242.297 toneladas (FAO, 2014). A produgéo
mundial do morango dos ultimos 60 anos (Figura 1), aumentou constantemente, sendo um

cultivo difundido em todo o mundo.
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Figura 1 - Evolugéo da Produgdo mundial do morango. Fonte: FAOSTAT (2014).

No Brasil, a producdo total do morango alcanca 133 mil toneladas, ocupando 3.718
hectares. A maior parte da producdo no pais distribui-se entre cinco estados. Minas Gerais
aparece como o0 maior produtor do pais, com 72 mil toneladas em 1.790 hectares, responsavel
por quase 55% da producéo nacional. Essa atividade gera aproximadamente 26 mil empregos
e envolve 5.900 produtores na atividade (EMATER - MG 2012). Em segundo lugar esta Sdo
Paulo, com 31.000 toneladas, seguido pelo Rio Grande do Sul, com 16.000 toneladas, Parana
com 9.000 toneladas e Espirito Santo com 7.000 toneladas (FERNANDES, 2013).

No Distrito Federal, o cultivo do morango foi introduzido no ano 1960 de maneira
experimental por agricultores de origem japonesa vindos da regido de Atibaia em S&o Paulo.
Segundo a EMATER no ano 2013 o DF destacou-se como pilar econdmico na producédo do
morango com 6.632 toneladas, vindas de 182 produtores, o que representa, a nivel familiar,
uma elevada demanda de mé&o de obra, permitindo a geracdo de emprego e renda local. Do
total atual da producdo, 97,7% deste cultivo ocorre no sistema convencional, e 1,48% ¢
cultivado no sistema organico (sendo um total de 98,5 toneladas). O sistema agroecoldgico
corresponde com uma pequena porcentagem, 0,87% (LOPES et al., 2005; HENZ, 2010;
ANTUNES, 2013).



2.1.3 Importancia Nutricional

O morango € considerado atraente pelas caracteristicas sensoriais e, principalmente
pela composicdo nutricional. Os morangos contém fibras, carboidratos, proteinas e agucares.
Possuem também os principais minerais, vitaminas do complexo B, &cido félico e vitamina C,
além de ser uma rica fonte de compostos fitoquimicos, representados pelos polifendides que,
em conjunto, atuam como agentes antioxidantes (GIAMPIERI et al., 2012). Segundo estudos
realizados, tem-se demonstrado que 0s morangos apresentam de 2 a 11 vezes maior
capacidade antioxidante do que as magcas, péssegos, peras, uvas, tomates, laranjas e kiwis
(WANG; CAO, 1996; HALVORSEN et al., 2002; SKALZO et al., 2005).

Existem evidéncias de que, em funcdo do amplo contetdo de fibra dietética e frutose,
estes frutos podem contribuir na regulacdo dos niveis de agucar. Sendo uma importante fonte

de &cidos graxos, essenciais a salde, encontrados nas sementes deste (USDA, 2010).

O morango apresenta alto teor de &cido ascorbico, vitamina importante para a nutri¢éo
humana (SKALZO et al., 2005). A vitamina C destaca-se pela acdo antiescorbutica. A
deficiéncia desta vitamina pode provocar lesdes na mucosa intestinal, hemorragias digestivas,
vermelhiddo nas gengivas, enfraquecimento dos dentes, dores agudas e inchago nos membros
superiores e inferiores além de deficiéncia no processo de cicatrizacdo (BASU; SCHORAH,
1982). Para o ser humano é impossivel sintetizar este tipo de vitamina sendo essencial
adicionar na dieta alimentar o consumo de frutas e vegetais ricos em vitamina C. A ingestdo
diaria recomendada de acido ascérbico € de 100-150 mg / dia em adultos, que podem ser

atendidas com uma média de 100 g de morangos por dia (ROSA et al., 2007).

Séo fontes naturais de compostos Polifenodides, que estdo presentes na maioria das
frutas com uma estrutura basica Cs-C3-C6 da cadeia carbbnica (ZHAO, 2007). A principal
classe destes compostos € representada pelos flavonoides, sobretudo as antocianinas e
antocianidinas que apresentam efeitos positivos na saude, combatendo os radicais livres
gerados pelo metabolismo celular e produzindo antioxidantes que protegem o coragéo,
auxiliando na cicatrizacdo, resisténcia capilar e melhorando o funcionamento da memdria, por
evitarem a oxidagdo das células, ajudando na absorcéo de ferro e na resisténcia aos processos
infecciosos (SANHUENZA et al., 2005; FREEMAN, 2011; PINELLI, 2009).



Tabela 1 - Valor nutricional do morango fresco, a cada 100g

Tipo de Nutrientes por 100 g

Agua (g) 90,95
Energia (kcal) 32
Proteina (g) 0,67
Cinzas (g) 0,4
o Totais lipidios (g) 0,3
Principais .
Componentes Carboidratos (g) 7,68
Fibra alimentar (g) 2
Aclcares () 4,89
Sacarose (g) 0,47
Glucose (g) 1,99
Frutose (g) 2,44
Calcio (mg) 16
Ferro (mg) 0,41
Magnésio (mg) 13
Faésforo (mg) 24
Minerais Potéssio (mg) 153
Sodio (mg) 1
Zinco (mg) 0,14
Cobre (mg) 0,048
Manganés (mg) 0,386
Selénio (mg) 0,4
Vitamina C (mg) 58,8
Tiamina (mg) 0,024
Riboflavina (mg) 0,022
Niacina (mg) 0,386
Acido pantoténico (mg) 0,125
Vitamina B6 (mg) 0,047
Folato (mg) 24
Colina (mg) 5,7
Vitaminas Betaina (mg) 0,2
Vitamina B12 (mg) 0
Vitamina A, RAE (mg) 1
Luteina p zeaxantina (mg) 26
Vitamina E, a-tocoferol (mg) 0,29
b-tocoferol (mg) 0,01
g-tocoferol (mg) 0,08
d-tocoferol (mg) 0,01
Vitamina K, filloquinona (mg) 2,2

Fonte: Adapted from the U.S. Department of Agriculture, Agriculture Research Service.
(GAMPIERI et al., 2012).



2.1.4 Formas de cultivo

Atividades agricolas tém sido desenvolvidas pelo homem ha 10.000 anos, e
aperfeicoadas segundo a necessidade a preferéncia alimentar e sobre tudo devido ao
crescimento populacional. Essas mudangas provocaram o uso de diferentes técnicas de
producdo, maquinarias, adubos sintéticos, variedades melhoradas geneticamente e a
intensificacdo do uso de agrotéxicos desenvolvidos, originando um grande desequilibrio
ecologico e o prejuizo ao meio ambiente e a saude humana (tanto para 0 consumidor quanto
para o produtor). Em virtude disto, entre as décadas de 1980 e 1990, surgiram na Europa, as
primeiras medidas de controle do uso indevido de agrotdxicos, da busca da preservacdo do
ambiente e do aproveitamento dos recursos no cultivo (MAZOYER; ROURDAT 2008,
MARQUES et al., 2004; ILBERY, 1998).

A partir de 1984, o Ministério da Agricultura dos Estados Unidos da América tem
reconhecido o uso de sistemas organicos como uma solugdo para os problemas ambientais
decorrentes de uma agricultura produtivista intensiva no pais. Na conferéncia das NacGes
Unidas RIO-92, reconheceu-se a necessidade de adotar praticas na agricultura para o
desenvolvimento sustentavel das nacdes, paralela a esta conferéncia no Forum Global 92,
organizacbes ndo governamentais (ONGSs), juntamente com a sociedade civil iniciaram o
Tratado das ONGs, referente a agricultura sustentavel. Para isto a Organizacion Internacional
de Normalizacion (ISSO) ajudou na regulamentacdo do comércio interno e na exportacéo,
operacionalizando a maioria dos acordos firmados na R10-92 (NEVES et al., 2000).

Vive-se, atualmente, num periodo emergente. De um lado a agricultura convencional,
responsavel pela grande producdo de commodities, mas por outro, diferentes tendéncias de
agricultura, como a agricultura organica, que tem ganhado muito espaco na preferéncia do
consumidor, que anseia obter produtos sadios, livres de agrotdxicos e pela preocupagéo com a
conservagao do meio ambiente (HESPANHOL; BARBOSA, 2011).

2.1.4.1 O Sistema Convencional

O sistema convencional foi impulsionado nas décadas de 60 e 70, denominado como a
Revolucdo Verde e que foi utilizado em grande parte dos cultivos. A agricultura convencional

é 0 modo agricola no qual prevalece a busca de maior produtividade, por meio da utilizacdo



intensa de insumos externos, que em curto prazo traz resultados econémicos visiveis, como o
aumento da produtividade e a eficiéncia agricola (MAZOYER; ROURDAT, 2008).

No cultivo convencional, o uso de produtos quimicos contra pragas e doencas é préatica
fundamental. No Brasil, a Lei, conhecida como Lei de Agrotoxicos, regulamentada pelo
Decreto de Lei n° 4.074 de 4 de Janeiro de 2002, adota e define o termo agrotoxico para ser
empregado em substituicdo a termos como: defensivos agricolas, biocidas, pesticidas,
praguicidas, produtos fitossanitarios e agrotdxicos. A Agéncia de Protecdo Ambiental (EPA)
define o termo agrotdxico como uma substancia quimica ou mistura de substancias utilizadas
para prevenir, destruir, repelir ou mitigar qualquer praga, ou mesmo, para regular, desfolhar e
dessecar plantas (EPA, 2014; JARDIM, 2009)

No Brasil, a maior parte da producdo de morango é obtida pelo cultivo convencional.
Segundo a EMATER, no ano de 2013, o Distrito Federal teve uma producdo de 6.480
toneladas de morango convencional, o que representa 97% da producdo total na regido
(ANTUNES, 2013). No cultivo do morango, o sistema convencional baseia-se principalmente
no uso de agroquimicos para conter 0 aparecimento de pragas e doencgas, 0 que pode provocar
a reducdo da qualidade do fruto, por apresentar residuos quimicos que constituem risco para a

salide do consumidor.

No ano 2012, dados publicados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria
evidenciou a presenca de cinco diferentes tipos de residuos de ingredientes ativos irregulares
(ANVISA, 2012). Por meio do Programa de Andlise de Residuos de Agrotdxicos em
Alimentos (PARA), baseados nos relatorios de atividades divulgados no ano 2012, o0 morango
juntamente com o pimentdo e o pepino, lidera o ranking dos alimentos mais contaminados,
com presenca de residuos de agrotoxicos, totalizando 59% de amostras irregulares. Dentre 0s
problemas detectados nas andlises dessas amostras, encontram-se teores de residuos de
agrotoxicos acima do limite maximo de residuos (LMR) permitido. Além, do uso de
agrotoxicos nao autorizados para esta cultura. As amostras utilizadas nas analises foram
tomadas de 12 estados do pais. Tal fato tem ocorrido desde o ano 2002 com a cultura do
morango, revelando os resultados insatisfatorios mais elevados nas analises de residuos de

agrotoxicos na categoria de frutas (OSHITA, 2012).
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2.1.4.2 O sistema de Cultivo Organico

No ano 2008 o Brasil permaneceu entre 0s cinco primeiros paises com destaque em
termos de area de cultivo organico no mundo, com 1.770.000 hectares, e a producéo continua
crescendo a uma taxa de 20% ao ano (MADAIL et al., 2007; EMBRAPA, 2010). Atualmente,
a demanda do mercado organico é cada vez mais exigente e aumenta o0 numero de
consumidores que optam por produtos livres de agrotoxicos, que ndo causem danos a saude e

que ndo representem risco ao meio ambiente (GAZZONI, 2006).

De acordo com a Lei n° 10.831 de 2003, consideram que:

“Sistema organico de producdo agropecudria todo sistema em que se adotam técnicas especificas,
mediante a otimiza¢do do uso dos recursos naturais e socioecondmicos disponiveis e 0 respeito a
integridade cultural das comunidades rurais, tendo por objetivo a sustentabilidade econémica e ecoldgica,
a maximizacdo dos beneficios sociais € a minimizacdo da dependéncia de energia ndo renovavel,
empregando, sempre que fora possiveis métodos culturais, bioldgicos e mecanicos, em contraposicéo ao
uso de materiais sintéticos, a eliminacdo do uso de organismos geneticamente modificados e radiacfes
ionizantes, em qualquer fase do processo de producdo, processamento, armazenamento, distribuicdo e

comercializagdo, e a protecdo do meio ambiente”.

Abrangendo nesta legislacéo, todas as diferentes correntes de agricultura alternativa ou
sustentavel ou ecoldgica como Agricultura Biodindmica, Agricultura Organica, Agricultura
Organobioldgica e Agricultura Natural (SCHULTZ, 2007).

Alguns pioneiros da producédo agroecoldgica do Brasil definem a Agricultura Organica
como um sistema de producdo que evita o uso de fertilizantes sintéticos, agrotdxicos,
reguladores de crescimento e aditivos para a alimentacdo animal obtido sinteticamente. Os
sistemas de agricultura organica baseiam-se na rotacdo de culturas, elaboracdo de adubos
aproveitando o esterco animal, leguminosas, residuos organicos e minerais naturais. Sdo
aspectos importantes deste sistema, o controle biolégico de pragas para manter a estrutura e
produtividade do solo e o fornecimento de nutrientes para as plantas (DULEY, 2003).
Visando estabelecer sistemas agricolas ecologicamente equilibrados e produtivos,
independentemente se pequenos ou grandes produtores, o objetivo € obter alimentos nutritivos
e livres de residuos téxicos (MADALIL et al., 2007).
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Os Estados Unidos é o maior produtor de morango, mas o cultivo organico representa
3% do total da produgdo, com uma area plantada de 663 hectares e 20.198,55 toneladas de
producdo, sendo os estados da Califérnia e Washington, os maiores produtores (PEREZ;
PLATTNER, 2013). No Brasil, a producdo total do morango esta crescendo e contabiliza
cerca de 133mil toneladas por ano com area ocupada de 3.500 ha, estima-se que, apenas 1%
desse total, seja cultivado no sistema organico (ANTUNES et al., 2007). A produgéo
Integrada do Morango (PIMo) surgiu no ano 2008 como uma necessidade em funcdo da
conscientizacdo dos produtores de se adaptarem aos novos principios e a se qualificarem, a
fim de poderem competir no mercado internacional (ANDRIGUETO et al., 2008; MANDAIL
et al., 2007). No Distrito Federal, no ano 2013, o cultivo organico de morango alcangou uma
producdo de 98,5 toneladas, representando 1,5% do total da producdo agricola, segundo a
pesquisa desenvolvida pela EMATER - DF (ANTUNES, 2013).

2.2 Qualidade Microbioldgica

O consumo in natura de morango organico esta comprometido pela suscetibilidade
dos frutos a contaminacdo microbiolégica. As mas praticas de manejo do cultivo,
manipulacdo dos frutos sem um devido controle, 0 uso de matéria organica sem os devidos
processos de compostagem entre outros, tem permitido que os patégenos penetrassem na
epiderme dos frutos do morango, e o consumo deste, causa afec¢des a salude humana
(BOLLEN, 1985; OSHITA, 2012). Outra forma de contaminacdo € o uso de agua de irrigacao
contaminada, fator que favorece ao desenvolvimento de potentes microrganismos
contaminantes (VANETTI, 2007). O contexto pode se tornar pior se a manipulacdo na
colheita e antes da comercializacdo ndo é precedida de algum processo de lavagem,
sanitizacdo e refrigeracdo (MATTOS, 2004). Para garantir morangos de boa qualidade é
fundamental que os individuos envolvidos nesta atividade adotem boas praticas agricolas e de
producdo, evitando o ndmero de enfermidades transmitidas pelos alimentos (ETA)
(ALCANTARA, 2009).

Existem fatores que determinam a capacidade de sobrevivéncia ou multiplicacdo dos
microrganismos e se relacionam com as caracteristicas intrinsecas do alimento como: a agua,
0 pH, o potencial de oxi-reducdo, a composi¢do quimica, os fatores antimicrobianos naturais

e a interacdo entre micro-organismos. Os fatores externos, também chamados “‘extrinsecos”
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sdo a temperatura ambiental, umidade relativa do ambiente e composi¢do gasosa do ambiente
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Os microrganismos presentes nos alimentos podem ser classificados de acordo com o

tipo de interacéo existente:

2.2.1

Microrganismos deteriorantes: produzem alteragfes quimicas prejudiciais causando
deterioracdo microbiana e modificacdo das caracteristicas organolépticas. Estas
modificagdes ocorrem pela atividade metabdlica dos micro-organismos que tentam
perpetuar a espécie usando os alimentos como fonte de energia, nitrogénio, agua e
vitaminas;

Microrganismos patogénicos: sdo um risco para a saude humana ou animal e podem
afetar aos homens e animais 0 que vai depender do tipo de alimento consumido e o
micro-organismo presente. Geralmente a presenca deste patdgeno € um indicador de
condicdes insatisfatdrias de sanidade nas diferentes etapas agricolas.

Microrganismos que junto aos alimentos produzem alteragdes benéficas
transformando as caracteristicas e obtendo como resultado um novo alimento. Estes
tipos de microrganismos sdo encontrados ha muito tempo na fabricacdo de vinho,
cerveja, queijo, etc. (FRANCO; LANDGRAF, 2008)

Microrganismos de interesse nesta pesquisa

Considerando um panorama onde 0 morango e a sua susceptibilidade ao manejo, a

composicdo nutricional (dgua, energia, proteina e acucares) e as condicdes ambientais

inadequadas para a conservagdo tem o perfeito ambiente para o desenvolvimento de micro-

organismos deteriorantes e patogenicos. Segundo o ICMSF (1998), a microbiota normalmente

presente no fruto do morango constitui-se em bolores, leveduras, bactérias lacticas e outros

micro-organismos, acido tolerantes como bactérias acéticas, Zynomonas e algumas espécies

de Bacillus. Isso ocorre quando o pH nos frutos diminui. As bactérias estdo normalmente

presentes em ndmero reduzido encontrados em vegetais e frutas que incluem pseudémonas,
coliformes e mesofilos (SANTQOS, 2008).
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2.2.1.1 Bactérias

Os coliformes formam parte dos micro-organismos indicadores utilizados na avaliacao
da qualidade microbiologica dos alimentos. No ano 1914, institutos americanos de saude
publica atribuiram a estes micro-organismos a funcdo de grupo padrdo de significancia
sanitaria. No Brasil, o Ministério da Saude, a partir da resolugdo n°® 12, de 2 de janeiro de
2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) adotou a denominacdo de
coliformes a 45°C, sendo que este tomaram os padrbes de origem fecal e termotolerantes.
Além, se serem conhecidos como micro-organismos indicadores, existem cepas patogénicas

que produzem sérias doengas no homem e os animais (FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Os coliformes totais sdo bactérias da familia Enterobacteriaceae que apresentam
formas de bastonetes, gram-negativas, ndo produzem esporos e podem ser aer6bios ou
anaerdbios facultativos, no processo de fermentacdo da lactose gerando um gas, a 37°C a
partir de 24 a 48 horas. Pertencem a este grupo as bactérias dos géneros Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella, dos quais s6 Escherichia coli tem como habitat
primario o trato intestinal e os outros géneros estdo presentes no ar, na poeira, no solo e em
diferentes alimentos. E importante avaliar a presenca destes micro-organismos e conhecer as
condicdes higiénicas, ja que elevadas contagens destes organismos indicam contaminacéo dos

alimentos, nos diferentes processos de producgéo (SIQUEIRA et al., 1997).

Os coliformes termotolerantes diferenciam-se dos coliformes totais pela capacidade de
multiplicar-se e fermentar a lactose a 44,5°C, em 24 horas e produzir gés. Incluem algumas
cepas de Enterobacter e Kliebsiella, sendo as mais importantes as do género Escherichia, que
indica contaminacdo fecal. O meio de vida primaria da Escherichia coli é o trato intestinal (de
animais e do homem) encontrado também no solo e em adubos elaborados com estercos o que
torna a contaminacdo muito facil. Sobrevive em estercos de animais durante 56 dias a 37 °C
(SIQUEIRA, 1997; SILVA et al., 2007).

Escherichia coli representa bactérias gram-negativas ndo esporuladas que apresentam
forma de bastonetes. E considerada a espécie dominante estando entre 0s micro-organismos
anaerobios facultativos que comumente fermentam lactose com produgdo de &cido e gés,
conseguindo fermentar glicose, que produz igualmente acido e gas. Fazem parte da
microbiota intestinal dos humanos e animais de sangue quente, estirpes ndo patogénicas.

Entretanto, algumas estirpes sdo patogénicas e apresentam fatores de viruléncia, provocando
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no homem, infecgdes gastrointestinais, tais como diarreia, colicas intestinais e hemorrégicas e
infeccbes como sindrome hemolitico-urémica, além de meningites e septicemias (OFFIT;
MOSER, 2009; DUBREIL, 2014; YANG; WANG, 2014).

Segundo Franco; Landgraf (2008), as estirpes patogénicas de E.coli dividem-se em
cinco categorias segundo caracteristicas como viruléncia, evidéncias clinicas e epidemiologia:
E. coli. enteropatogénica classica (EPEC); E. coli. enteroinvasora (EIEC); E. coli.
enterotoxigénica (ETEC); E. coli. entero-hemorragica (EHEC) e E.coli enteroagregativa
(EAQQEC). No ano 2011, os EUA tiveram surtos de origem alimentar relacionados ao
sorotipo E. coli O157: H7, pertencente as cepas de EHEC em morangos a nivel industrial
numa granja na cidade de Newberg do estado de Washington (SHAW et al., 2014; STONE,
2011). Estudos descrevem a presenga de E.coli O157:H7 durante todas as fases do cultivo do
morango. O agente pode sobreviver dentro do solo e em folhas, até a fase da pos-colheita
(SHAW et al., 2014). De acordo com um relato feito pelas autoridades de saude de Oregon, 0s
morangos frescos de uma fazenda foram relacionados com a presenca E.coli O157; H7, surto
que deixou pelo menos 15 pessoas doentes e causou uma morte (STONE, 2011; SHAW et al.,
2015).

Salmonella é género de bactéria gram-negativa, pertencente a familia
Enterobacteriaceae. Possui forma de bastonete intracelular. A maioria movimenta-se por
meio de flagelos peritricos (exceto Salmonella gallinarum). E um organismo anaerébio
facultativo ndo esporulado, apresentando dimensées de 0,7- 1,5 x 2,0-5 um. Produz gas por
meio da glicose, com excecdo de Salmonella typhi. Atualmente, é um dos agentes mais
relevantes de doengas transmitidas pelos alimentos (FRANCO; LANDGRAF, 2008).
Segundo Caffer (2008), existem diferentes pesquisas com DNA e praticas de hibridacdo que
mostraram que o género Salmonella esta constituida por duas espécies: Salmonella entérica e
Salmonella bongori. A primeira espécie apresenta seis subespécies: salamae, arizonae,
diarizonae, houtenae e indica. Da mesma forma, as subespécies de S. entérica e a espécie S.
bongori se dividem em mais de 2400 sorotipos, definidos em funcdo das diferentes
associacOes dos fatores antigenos somaéticos O e flagelares H (CAFFER et al., 2008). No
esquema Kauffmann-White a divisdo do género esta baseada em fungdo dos antigenos
somaticos “O”, antigenos flagelares “H” e o0s antigenos capsulares “Vi” agrupando as
salmonelas mais comumente relacionadas a infeccdo humana. Além das classificacdes

anteriores as doencgas provocadas por Salmonella spp. costumam se subdividir em trés grupos:
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Salmonella typh, agente causal da febre tifoide; Salmonella paratyphi, responsavel pelas
febres entéricas e a Salmonella em geral, causadoras das enterocolites (FRANCO;
LANDGRAF, 2008).

Existem relatos, em ambito mundial, com relacdo a surtos de Salmonella spp. em
diversos alimentos. Muitas espécies sdo resistentes em condi¢fes adversas permanecendo
inativas por muito tempo até que as condigdes sejam favoraveis novamente. Em abril de 2008
foi reportado um surto ligado com Salmonella entérica, sorotipo Saintpaul que originou mais
de 1.400 casos nos Estados Unidos e Canadd, atraves de tomates e pimentas importados do
México (KLONTZ et al., 2010). Segundo o relatério da “European Food Safety Authority”
(EFSA) de 2010, a Salmonella spp. foi identificada como a causa mais frequente dos surtos de
origem alimentar e a segunda doenga zoon6tica mais frequente nos EUA, sendo a Salmonella
enteritidis e Salmonella typhimurium os sorotipos mais associados as doencas humanas
(FERNANDEZ et al., 2013). Um grande quantitativo de frutas e vegetais frescos tem sido
associado a infeccGes por Salmonella spp. nos ultimos anos, como a alface, brotos de
sementes, meldo, tomate, pimenta e manjericdo (BERGER et al., 2010; HEATON; JONES,
2008). Neste mesmo pais, a Salmonella spp. tem sido responsavel por quase um milhdo e
meio de infec¢des relatadas, ocasionando milhares de hospitalizacdes e centenas de mortes a
cada ano (JIN et al., 2008; PATEL et al., 2010). Embora o consumo de morango apresente
uma demanda ascendente, também aumentam as preocupacGes sobre a seguranca
microbioldgica. Conforme o relatado numa pesquisa realizada nos EUA pela “Food and Drug
Administration” (FDA), em 1999, descobriu-se que um em cada 143 amostras testadas de

morangos importados apontou a presenca de Salmonella spp. (HUANG et al., 2013).

2.2.1.2 Contagem de Bolores e Leverduras

Os bolores representam fungos de diferentes géneros, sdo eucariotos isto €, possui um
nucleo tipico no interior de suas células, comparavel ao das plantas e animais. Sao organismos
multinucleados, apresentam filamentos conhecidos como hifas que em conjunto formam
micelios caracterizados como os principais agentes comuns de decomposi¢do e amolecimento
do tecido vegetal, principalmente frutas e vegetais (JAY, 1994). As duas principais funcoes
do micélio sdo a fixacdo dos bolores ao substrato (micelio vegetativo) e promocdo da

reproducdo por meio da producédo de esporos (micélio reprodutivo). Os fungos perfeitos sdo o
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resultado da reproducdo sexual e os fungos imperfeitos sdo gerados pela reproducédo
assexuada, ou ainda, podem estar presentes 0s dois processos a0 mesmo tempo. Encontra-se
com maior frequéncia em frutas e vegetais acidos com menor teor de vitamina B, e com
superficies discretamente secas, sendo fundamental a presenca de ar para o crescimento dos
mesmos. (FRANCO; LANDGRAF, 2008). Considera-se a existéncia de um milhdo e
quinhentas mil espécies de fungos distribuidas pelo mundo, destas aproximadamente 70 mil
especies de fungos foram até hoje descritas, representando apenas o0 5% do total existente
(SILVA, 2008).

Segundo o Compéndio de Doencas do Morango, existem cinguenta e umas espécies de
fungos, trés de bactérias, oito de nematoides e vinte e seis virus que provocam doencas nesta
cultura (LORENZETTI, 2012). Destacando-se os principais géneros de bolores que atacam

nesta cultura:

O género Colletotrichum, possui diferentes espécies que provocam doengas no
morango: C. gloesporoides, Colletotrichum fragariae e Colletotrichum gloeosporioides
(teleomorph Glomerella cingulata) sdo as trés principais espécies que causam podriddo nas
frutas e na coroa do morango (MAAS, 1984). E o agente causal de uma das mais importantes
doengas do morango, a Antracnose, que provoca danos no caule, folhas, estolGes, flores e
frutos. Comumente, espécies de Colletotrichum sdo classificadas com base na morfologia
conidial, presenca de acévulos, producao de apressério e planta hospedeira de origem (LIU et
al., 2007). E muito comum que a doenca inicie o desenvolvimento na fase de cultivo, mas os
sintomas n&o aparecem antes do amadurecimento das frutas (ALVAREZ; NISHIJIMA, 1987).

Em morangos, a espécie C. acutatum, gera extensas perdas na producdo dos frutos
(SREENIVASAPRASAD; TALHINHAS, 2005), e € considerado o segundo patégeno mais
relevante do mundo depois de Botrytis cinerea em termos de impactos econémicos. Segundo
Smith e Black (1986), Colletotrichum acutatum foi identificado pela primeira vez em 1983
em morangos do estado da Califérnia. Desde entdo, ele se espalhou ao longo de todo o
mundo, través do material vegetativo (CALLEJA et al., 2013).

Botrytis é o agente causal da doenca conhecida como mofo cinzento, que provoca

danos a frutiferas, olerdceas e ornamentais. Este género abrange principalmente flores e

frutos, porém, pode provocar tombamento em pléantulas, manchas foliares e apodrecimento de

brotos, bulbos, rizomas, tubérculos e raizes (TOFOLI et al., 2011). Botrytis cinerea Pers. ¢ a

espécie registrada no cultivo de morango. A contaminagdo pode ocorrer na flor e permanecer
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em repouso até a maduracdo dos frutos, a partir de entdo se inicia a multiplicacdo acelerada
deste fungo, causando deterioracdo das frutas o que causa esporulagdo abundante do agente
patogénico (KOVACH et al.,, 2000). Este bolor se desenvolve e dissemina-se até em
condicdes de refrigeracdo, ja que a germinacdo de conidios e o crescimento micelial pode
ocorrer a temperaturas baixo 0 ° C (DORBY; LICHTER, 2007; LAHLALI et al., 2007). No
Brasil é considerada a doenca mais importante em pés-colheita de morango (REIS e COSTA,
2011). Pode causar de 30% a 40% de perdas na colheita se ndo existe algum tipo de controle,
no caso de infestacbes agudas, as perdas podem chegar a 50-60% até chegar a perdas
econdmicas de 100% (CSC; CMCC, 2003). Também provoca perdas significativas durante o
transporte e comercializagdo (CEPONIS et al., 1987).

Penicillium spp. também € considerado uma das principais causas de deterioracao de
uma ampla gama de frutos como peras, macas, frutas pequenas, frutas silvestres e até as que
tém caroco (SNOWDON, 1990; SOMMER et al., 1994). E considerado um patégeno muito
importante para os citros. Provoca grande prejuizo na fase de p6s-colheita, e armazenamento.
Os bolores mais importantes sdo o bolor verde, causado por Penicillium digitatum Sacc. e
bolor azul, Penicillium italicum Wehmer (PALOU, 2014; KLIMATI et al., 1997).

O patdgeno penetra, normalmente, através de feridas ou lesbes produzidas durante a
colheita e manuseio. A infeccdo também pode ocorrer através do final da haste, pelo tubo do
calice aberto ou pode ganhar uma entrada através de outros patdgenos que causem a primeira
infecgdo. Provocam podriddo mole chegando a tomar toda a area. Os frutos muito
amadurecidos sdo susceptiveis a infeccdo de mofo azul, mesmo em baixas temperaturas de
armazenamento de frutas, embora o seu desenvolvimento seja favorecido pelo ambiente

guente em locais de varejo e de consumo (MARI et al., 2002).

Os bolores do género Rhizopus, possuem micélios cenociticos e rizdides que ajudam
na fixacdo ao substrato, na absor¢do de nutrientes e na reproducdo assexuada. Os sintomas
iniciais sdo a alteracdo da cor, o amolecimento do fruto e o escorrimento dos fluidos.
Rhizopus stolonifer é a espécie considerada a mais importantes deste género, e uma das
principais doencgas na pdés-colheita de morango. Embora a doenca ndo seja observada no
campo, as estruturas do fungo podem ser espalhadas pelo vento e insetos das folhas infectadas
passam para o fruto, causando a infeccdo, que geralmente ocorre durante a colheita e 0
manuseio dos frutos maduros. Devido a grande variedade de hospedeiros que R. stolonifer
podem infectar e sua rdpida penetracdo e colonizacdo, tornou-se um importante alvo de
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controle na fase de campo. Temperaturas abaixo de 6°C evitam a germinagdo de esporos e
temperaturas inferiores a 8°-10°C produzem uma inibicdo na produgdo de esporangios.
(KLIMATI et al.,, 1997; ROMANANZI et al., 2001; CSC e CMCC, 2003; FRANCO;
LANDGRAF, 2008; ZHANG et al., 2010).

A presenca do fungo Rhizotocnia sp. tem sido associada a uma diversidade de
sintomas no morangueiro, provocando severas perdas (MAAS, 1984). E causado pela espécie
Rhizoctonia solani Kiihn. E caracterizada pela presenca de cancros no pseudocaule e podridao
das raizes, responsaveis pela diminuicdo do crescimento e do rendimento da planta (KRISTIC
et al, 1997; REIS; COSTA, 2011). Geralmente este fungo contamina os frutos por contato
direto com o solo ou por particulas presentes no ambiente, como propagulos do patdgeno.

Apresentam lesdes de cor marrom e firme consisténcia (KLIMATI et al., 1997).

Os individuos classificados como Phythophthora spp. sdo favorecidos por solos com
deficiente drenagem, e quando a fruta entra em contato com o solo, o patdgeno
Phythophthora cactorum tem facilidade em contaminar o morango (ALVITER et al., 2010).
Os frutos podem ser infectados em todos os estagios de desenvolvimento, provocando uma
descoloracdo acastanhada. Numa fase posterior, quando o fruto este maduro as area afetadas
sofrem uma depressdo, formando em alguns casos uma massa cotonosa. Além disso, em
condicdes de elevada umidade apresentam crescimento de mofo branco fino na superficie do
fruto (KLIMATI et al.,, 1997; MADDEN et al., 1991). Odor e sabor desagradaveis sdo
sintomas evidentes do apodrecimento gerado por este fungo. H& relatos de campos de
morango com alta incidéncia com esta podriddo, que podem ter seu odor sentido ha uma
distancia de 250 m. Os frutos maduros infectados tém um gosto amargo e desagradavel, que
pode ser sentido até mesmo em compotas e geléias (REIS; COSTA, 2011; JELEN et al.,
2005).

As leveduras sdo fungos predominantemente unicelulares ndo homogéneos. A grande
maioria se reproduz vegetativamente por meio de brotamento das células e menos
frequentemente por fiss@o celular. Essa caracteristica confere as leveduras a capacidade de se
reproduzirem aceleradamente sob condigdes anaerébias em ambientes liquidos, o que ajuda
na dispersdo das células, multiplicando-se melhor em condic6es aerdbias. Apresentam formas
esféricas, ovoides, cilindricas ou triangulares. As leveduras se multiplicam mais lentamente

do que as bactérias, ndo competindo bem em ambientes que permitam o desenvolvimento
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bacteriano, ja& que precisam de menos umidade do que as bactérias, e de pH &cido
(TANIWAKI; SILVA, 2001; FRANCO; LANDGRAF, 2008).

Geralmente, a multiplicacdo de leveduras estd acompanhada pela producéo de CO, e
etanol, mas no processo de deterioracdo pode-se observar a formacdo de uma pelicula,
turvacdo, floculacdo e, em alguns casos, esses microrganismos sdo capazes de produzir
pectinesterases, que atacam a pectina e eliminam a turvacéo natural dos sucos (ICMSF, 1980
apud FAZIO 2006). A melhor fonte de energia sdo os acUcares, entretanto as leveduras
oxidativas sdo capazes de oxidar os &cidos organicos e alcool. Existem muitos tipos de
leveduras que sobrevivem nos alimentos, mas os géneros mais comuns nas frutas sdo:
Sacharomyces, Hanseniaspora, Pichia, Candida, Rodotorula, Kloechera e Crypococcus
(WILEY, 1997).

A presenca de Bactérias Mesofilas Aerdbias, assim como as leveduras, é empregada
para indicar a qualidade sanitaria dos alimentos. Desenvolvem-se em temperaturas entre 20 e
40 °C. Encontram-se presentes ou ndo nos alimentos demostrando a inocuidade dos mesmos.
Fazem parte deste grupo bactérias: patogénicas e ndo patogénicas. Geralmente, as bactérias
mesdfilas estdo predominantemente presentes em frutas que séo cultivadas e coletadas em
temperatura ambiente em paises de clima quente, como o Brasil. No caso do morango
apresenta elevada quantidade de agua e nutrientes, o que torna alvo de diferentes grupos de
microrganismos. Além disso, o crescimento de bactérias lacticas e leveduras sdo favorecidos
pelo baixo pH presente nesta fruta (PEREIRA et al., 2010; FRANCO; LANDGRAF, 2008;
TORREZAN et al., 2000). Caso ocorra algum tipo de deterioracdo no fruto, as caracteristicas
organolépticas sdo afetadas. Ha casos de toxinfeccdo alimentar onde foram encontradas cepas
mesofilas de Proteus, Pseudomonas, e Enterococos presentes em numeros elevados
(FRANCO; LANDGRAF, 2008).

2.3 Parametros quimicos utilizados na avaliacdo da qualidade de frutos

No morango, a qualidade é definida como um conjunto de atributos fisicos e gumicos.
A aparéncia, firmeza, sabor e o valor nutricional sdo muito importantes e atrativos para o
consumidor, sendo estes atributos relacionados com sdlidos solUveis totais, pH, acidez,
compostos bioativos, compostos fenolicos e acido ascorbico que influem no sabor e cor do

fruto (COSTA, 2009).
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2.3.1 Solidos solUveis

Os sdlidos solaveis (SS) sdo compostos soluveis em agua encargados de fornecer a
quantidade de substancias sélidas que se encontram presentes na polpa das frutas. Além disso,
sdo responsaveis pelo sabor, sendo constituido majoritariamente por agUcares, principalmente
sacarose, frutose e glicose. Também estdo presentes, em menor volume, pectinas, fendlicos,
vitaminas, sais, acidos e aminoacidos e acidos organicos (LUCENA, 2006; CHITARRA,
1999).

Acucares e acidos organicos tém grande importancia entre os componentes quimicos
da fruta. Os acucares sdo em parte responsaveis por o sabor da fruta e determinam o valor
calorico de morangos (MONTERO et al., 1996) e estdo presentes nos frutos de forma livre ou
combinada, sendo os responsaveis pela dogura por meio de um equilibrio com os acidos
(CHITARRA; CHITARRA, 2005). Entre os diversos componentes da fruta, os solidos
sollveis totais, representados pelo °Brix desempenham um papel primordial para a sua
qualidade, o que atua como indicador de uma adequada colheita (SILVA, 2011; SILVA et al.,
2002; SHAW, 1990).

A quantidade de solidos sollveis totais no morango varia segundo o estagio de
maturacdo, tendendo a elevar-se conforme aumentam os dias de armazenamento. Os s6lidos
soluveis também variam conforme a influéncia de fatores climaticos e as diferentes entre
cultivares, variando de 4,5 a 15 °Brix (MOTERO et al., 1996). A determinacdo do °Brix é
utilizada nos processos industriais na fabricacdo de doces, sucos, néctares, polpas, alcoois,
acucares, sorvetes e bebidas em geral, pois quanto maior a quantidade de sélidos soluveis,

menor a quantidade de acUcar a ser adicionado no processo industrial (SILVA et al., 2002) .

2.3.2 Acidez titulavel

A acidez titulavel (AT) representa todos os grupos acidos (acidos organicos livres, na
forma de sais e compostos fendlicos) (LUCENA, 2006). Os acidos organicos encontram-se
dissolvidos nos vacuolos, de forma livre ou combinados, como sais, ésteres, glicosideos ou
outros compostos (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Estdo envolvidos no sabor, textura, pH
e coloracdo dos morangos, alterando a qualidade sensorial da fruta (MONTERO et al., 1996).

Na fase de maturacdo, o teor de &cidos organicos, geralmente, tende a decrescer devido a
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oxidacdo dos &cidos no ciclo dos acidos tricarboxilicos, consequéncia da respiracdo. De modo
contrario aos SS, a acidez diminui com o avanco da maturagdo (OLIVEIRA, 2005). Segundo
Shaw (1990), o aroma do morango vai depender, em parte, do equilibrio entre o teor de

solidos soluveis e o titulavel acidez expressada na fruta madura

233 pH

O pH é constituido pela concentracdo hidrogenibnica da solucdo, fator intrinseco do
alimento, que desempenha papel de sele¢do sobre a microflora mais apta a desenvolver-se. A
medida do pH é importante para a avaliacdo de deterioracdo presente no alimento, como 0
crescimento de microrganismos, atividade das enzimas, retencao de sabor e odor de produtos
(LUCENA, 2006).

2.3.4 Compostos Bioativos

As frutas do morango possuem compostos bioativos que apresentam relagdo com o
sistema de defesa da planta no ataque de pragas, patdgenos, radiacdo solar. A maioria desses
compostos sd0 constituintes extranutricionais que ocorrem tipicamente em pequenas
quantidades nos alimentos, porém com uma grande diversidade e sdo subdivididos em grupos
com milhares de compostos distintos (HORST; LAJOLO 2009). Forma parte deste grupo os
compostos polifenoides, vitamina C, éacido folico, os quais apresentam capacidade
antioxidante, relevante in vitro e in vivo (WANG e LIN, 2000; SKALZO et al., 2005).

Os polifenodides pertencem ao grupo dos metabolitos secundarios e operam como
moduladores do desenvolvimento da planta, por meio do controle do &cido indolacético (IAA)
(GARCIA et al., 1992). Tém a capacidade de aumentar a rigidez da parede celular, atuando
como pontes moleculares entre os componentes da parede celular (FRY, 1986; SEERAM et
al., 2006, TULIPANI et al., 2008).

Da classe dos flavonoides presentes no morango, 0 mais destacado é o grupo das
antocianinas, consideradas como grupo de pigmentos solUveis em agua, sendo responsaveis
pela atrativa cor vermelha do morango (PINELI et al., 2011). Segundo Zabetaki et al.,(2000),
as principais antocianinas do morango sdo a pelargonidina-3-glucésido e a cyanindin-3-
glucésido. Possuem grande capacidade antioxidante devido sua estrutura quimica que
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apresenta trés anéis com ligas duplas conjugadas e hidroxilas dispostas ao longo da cadeia,
sendo os responsaveis pela captura de radicais livres para evitar danos celulares e doencas
degenerativas (KONG et al., 2003).

2.3.5 AvitaminaC

A vitamina C ou &cido ascorbico desempenha um papel antioxidante importante na
regeneracdo dos mausculos, pele, dentes e 0ssos, na regulacdo da temperatura corporal, na
absorcéo de ferro e oferecendo protecdo contra diferentes doencas de aspecto degenerativo,
além do envelhecimento. Esta vitamina é uma das treze principais vitaminas que formam um
complexo necessério para o adequado funcionamento do organismo humano. Além disso, tém
propriedades hidrossoluveis, o que permite ao organismo eliminar o excesso de concentracdo
destas (BRAVERMAN, 1967; BERVARI, 1992).

A deficiéncia desta vitamina provoca vulnerabilidade a doencas como o escorbuto.
No entanto, 0 excesso do consumo pode ocasionar diarreia, dor abdominal e célculos renais.
Esta vitamina € capaz de dar e receber elétrons exercendo o rol antioxidante (OLIVEIRA,
1998). O corpo humano ndo tem a capacidade de sintetizar esta vitamina, sendo necessario
adicionar a dieta alimentar, por meio do consumo de frutas e verduras. Especialistas do
Instituto Nacional da Saude (National Institute of Health), através de publicacdo no Journal of
the American Medical of Health indicaram o aumento de vitamina C de 60mg para 100 a 200
mg por dia (SILVA, 2007; PINELI, 2009; SMIRNOFF, 1996; LEE, 2000).

O morango é uma valiosa fonte de vitamina C, possuindo elevada quantidade,
variando entre 39 a 89 mg em 100 gramas de fruta, in natura, tendo um valor médio de 60 mg
em cada 100 gramas de morango, estes valores podem variar por diversos fatores como a
cultivar, estagio de maturacdo, epoca, condi¢des de cultivo e armazenamento (CHITARRA,
1999).

2.4  Meétodos de sanitizacdo do morango

A armazenagem do morango com tecnologias adequadas € muito importante para o

controle dos padrdes microbiologicos sanitarios e a conservagédo da qualidade dos frutos. Por
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esta razdo, existem varios processos de sanitizacdo disponiveis, para que o produto mantenha
as suas caracteristicas fisico-quimicas e microbioldgicas durante o armazenamento, ndo

apresentando risco ao consumidor.

No Brasil, a legislacdo tem admitido o uso de produtos clorados e alguns derivados
para 0s processos de sanitizacdo nos alimentos na fase de pds-colheita. No entanto, outros
paises possuem mais de um método de sanitizagdo garantidos como seguros, “Generally

Recognized as Safe” (GRAS, 1997).

O cloro e seus derivados séo amplamente utilizados nos processos de sanitizacdo na
etapa pos-colheita, além disso, € o principal desinfetante no tratamento de agua potavel
(SAWYER et al., 1994). Porém, o uso descontrolado pode provocar algumas desvantagens
como: descoloracdo do alimento e perda da qualidade (MORETTI, 2007; PARISH, et al.,
2003). Existem pesquisas que indicam formacdo de subprodutos quimicos mutagénicos,
toxicos e carcinogénicos em agua, alimentos e superficies de contato (SILVA et al., 2011,
NASCIMENTO; SILVA 2010; SILVEIRA et al., 2008). O uso de cloro em forma de gés é
corrosivo, e em altas concentraces de hipoclorito sdo instaveis, o que pode gerar clorados

como subprodutos, além de menos eficaz em ambientes com pH &cido (EPA, 1999).

O 4cido peracético é outro método usado na sanitizacdo do morando. Provoca
oxidagdo da parede da célula microbiana, danos ao sistema enzimatico e, consequentemente,
inativacdo da célula microbiana. Além disso, apresenta baixa estabilidade a estocagem
(BRACKET, 1987; KOSEKI et al., 2004; YU et al.,2001).

Entre os métodos fisicos de sanitizacao, destaca-se a aplicacdo de calor (seco, vapor e
imersdo), porém, alguns produtos geram alteracGes nutricionais, sensoriais, de textura e de
aroma (RICO et al., 2007). Outro método fisico é a radiacdo ultravioleta na faixa de 200 a 280
nm, classificada como UV-C, que apresenta capacidade para reduzir podriddes durante o
armazenamento (CAMILI et al., 2005). Embora apresentem efeitos positivos, a UV-C
tambeém produz efeitos ndo desejaveis como a descoloragdo da casca em tomates (LIU et al.,
1993) e 0 escurecimento em morangos e em mamdes (MARQUENIE et al., 2002). Diante dos
problemas apresentados pelos metodos de conservacdo anteriormente citados, observa-se a
necessidade de estudar novos métodos de sanitizacdo como a aplicagdo de alta pressdo

hidrostatica; campo elétrico pulsado de alta intensidade; ultrassom e o 0z6nio, que é permitido
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na Europa, como desinfetante de &gua para o consumo humano, desde 1893 (PRESTES,
2007).

Atualmente, existem inUmeras areas de aplicacdo de oz6nio a nivel industrial, tais
como higiene da superficie de alimentos, saneamento dos equipamentos de industrias de
alimentos, possibilitando a reutilizacdo das aguas residuais (GUZEL-SEYDIM et al., 2004).
O ozobnio tem vérias caracteristicas que podem ser utilizados para melhorar a qualidade de
pos-colheita de produtos horticolas, sendo quimicamente reativo e exercendo atividade
antibiotica significativa sobre uma variedade de organismos de deterioracdo, incluindo fungos
e bactérias (HOWART et al., 1994). O uso de 0zdnio na etapa de pos-colheita possibilita a
conservacao dos produtos com altos parametros de qualidade microbioldgica e fisica, ja que o
0zOnio possui elevado potencial de oxidacdo, podendo oxidar contaminantes no ar e na agua.
E eficiente contra germes e virus e, pode ser aplicado em forma gasosa ou dissolvido na agua.
E considerada uma grande vantagem, pois possibilita a liberacdo de oxigénio no processo de
degradacdo (DI BERNARDO, 2007).

2.5 0O Ozbnio
2.5.1 Historia

O ozonio foi descoberto em 1785 pelo cientista holandés Vom Marum, que submeteu
oxigénio puro e ar atmosférico a intensas descargas elétricas, obtendo uma redugdo do volume
do géas e observando que durante as descargas, originaram-se reaces quimicas produzindo um
gas com odor caracteristico (HILL; RICE, 1982). Em 1840, Chirtian Schonbein, continuou 0s
experimentos do holandés, patrocinado por uma patente americana, testada por Fewson em

1888 na desodorizacgéo de gases de esgoto.

Na Franca, em 1906, foi estabelecida a primeira estacdo de tratamento de agua potavel
com uso do ozénio. Na Alemanha, em 1910, o ozénio foi usado em fabricas de embalagem de
carne. Nos Estados Unidos, utilizou-se primeiramente em 1918, para desinfetar piscinas, em
seguida, em 1940 foi utilizado em aproximadamente 350 esta¢Ges de tratamento de &gua e em
1942 a nivel industrial foi aproveitado em salas de armazenamento de ovos e em instalagdes
de armazenamento de queijo. Novamente na Alemanaha, em 1972, o ozonio foi usado para

tratar aguas residuais. Em 1977, na Russia, utilizou-se o composto para reduzir a quantidade
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de Salmonella em ovos com casca. No ano de 1982, a GRAS (Geralmente Reconhecido como
Seguro), para garrafas de &gua em Estados Unidos sendo reafirmado em 1995. O Instituto de
Pesquisa de Energias Elétricas (EPRI), em 1997 em conjunto com um grupo de especialistas,
declarou GRAS no processamento de alimentos nos Estados Unidos, permitindo em 2001, o
uso de ozbnio como um agente antimicrobiano no tratamento, armazenamento e
processamento de alimentos (GRAHAM, 1997; GUZEL-SEDYDIM, 2004; SOPHER et al.,
2002). Estima-se que no ano 2001 ja havia 3.000 instalacdes de tratamento de dgua a base de
0zo6nio a nivel mundial (KHADRE; YOUSEF, 2001).

2.5.2 Propriedades fisico-quimicas

A composicao quimica do ozénio (Os3) é caracterizada pela forma triatdmica alotropica
de oxigénio, gerada pela transformacdo de oxigénio molecular em oxigénio atdbmico, ambos
presentes em um ambiente de carga elétrica. Possibilita a recombinacdo, onde o atomo de
oxigénio central se liga a dois atomos de oxigénio equidistantes. E um gas incolor, instavel,
reativo e toxico, possui odor caracteristico, pode ser facilmente detectado em concentracdes
de 0,02-0,1 mg m®. Os niveis méaximos permitidos, segundo a Associacdo Americana de
Higiene Industrial (AIHA) e a Administracdo de Salde e Seguranca Ocupacional (OSHA),
s30 0,2 mg m™ durante 8 horas no dia ou 0,6 mg m™ por 10 minutos (PONCE et al., 2007;
NOVAK., et al 2007).

O ozbnio é aproximadamente 50% mais denso que 0 oxigénio, com uma massa
molecular igual a 48, condensando-se a -112,4°C. O ponto de congelamento é -251,4 °C,
formando um solido de cor violeta escuro. Sua decomposicdo é muito répida, e a temperaturas
acima de 100°C apresenta propriedade explosiva (KIM, 1999; KHADRE; YOUSEF, 2001;
REBOUCAS; GONGCALVES, 2013). A maior caracteristica do ozénio, além de ser uma
grande vantagem, € ndo deixar efeito residual no produto e, dessa forma, ndo apresenta risco
para a saude do consumidor e ndo contamina o ambiente. Na agua, o principal oxidante
intermediério formado a partir da decomposicdo de ozénio é o radical hidroxila (OH-)
(HOIGNE; BADER, 1975; SILVEIRA, 2004).

De acordo com a Tabela 3, 0 0z6nio é um potente agente oxidante (2,07 mV), que

apresenta caracteristicas fisico-quimicas que permitem também sua utilidade no tratamento de
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efluentes industriais, desinfeccdo de equipamentos (DOSTI et al.,2005), descontaminacdo dos
alimentos (ARTES et al., 2009) e armazenamento dos grdos (ROZADO et al., 2008).

Tabela 2 - Diferentes agentes oxidantes e 0s respetivos potenciais de oxidacao

Desinfetantes Potencial de oxidacdo (mV)
Ozbnio 2,07
Flaor 3,06
Perdxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,67
Dioxido de cloro 1,5
Hipoclorito 1,49
Cloro 1,36

Fonte: Manley et al.,1967 apud Guzel-Seydim; Greene; Seydim, 2004.

O ozo6nio como agente desinfetante, atua inicialmente rompendo a membrana ou
parede celular; reagindo com varios constituintes como as glicoproteinas, glicolipideos e
enzimas, interagindo com substancias presentes no citoplasma e no nucleo, degradando
purinas e pirimidinas do DNA, produzindo a desnaturacdo dos componentes celulares
causando sua ruptura e morte celular no minimo tempo de contato e inibindo a recuperacao

dos micro-organismos apos o ataque (CHIATTONE et al., 2008).

Segundo Graham (1997), o 0z6nio atua na conservagao e descontaminacgéo de frutas e
legumes, atuando como um biocida contra bactérias Gram-positivas (Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis), bactérias Gram-negativas (Escherichia coli,
Salmonella Typhimurium, Yersinia enterocolitica, Pseudomonas aeruginosa), virus, fungos
(Candida parapsilosis, Candida tropicalis) e esporos de bactérias (Bacillus cereus).
Dependendo do tipo de micro-organismo, 0 0zénio pode atuar até 3.125 vesses mais rapido do
que o cloro na desativagdo celular (GOULART, 2011). A aplicagdo de ozdnio em frutas tem
possibilitado aumento da vida de prateleira. Em macas, por exemplo, o tratamento com
0zOnio resultou em menor perda de peso e deterioracdo, provavelmente em razdo da oxidacgéo
do etileno (GUZEL-SEDYDIM, 2004).

O processo mais utilizado para a geracdo de ozonio a nivel industrial € o método de

descarga por efeito corona, sendo o mais difundido e empregado comercialmente. O ozénio é
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gerado pela passagem de oxigénio puro entre dois eletrodos submetidos a uma elevada carga
elétrica (aproximadamente 10.000V), ocasionando a dissociacdo do oxigénio. A
recombinacéo de radicais livres de oxigénio, com moléculas de oxigénio presentes no sistema
origina 0 ozdnio (METCALF; EDDY, 1991).

Eletrodo de alta

| tefséo } Calor -

Figura 2 - Esquema do principio de geracdo de 0z6nio baseado no método de efeito corona.
Fonte: Hotz (2006)

O o0zbnio no processo da poés-colheita ndo € usado somente para inativar
microrganismos, mas também para a degradacdo de aflatoxina B1 e o controle de pragas
(HABIBI et al., 2009). Este método de descontaminacdo tem a vantagem de ser muito mais
barato em comparacdo com métodos como a radiacao, por exemplo. Com o uso do 0z6nio, as
verduras e frutas comercializadas tem apresentado um elevado grau de pureza microbiol6gica
que ajuda a proteger a salde do consumidor (BRODOWSKA; SMIGIELSKI, 2013). Nos
EUA, as principais empresas embaladoras de magds em Ohio tém substituido o uso de cloro
pela aplicacdo de ozbnio, aumentando o controle de micro-organismos e o reaproveitamento
da a4gua. A empresa instalou um sistema de tratamento com o0zo6nio na agua melhorando as
operacOes e economizando mais de 12.000 litros de &gua por semana, ja que esta é reutilizada
e ndo substituida diariamente (SOPHER et al., 2002).
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OZONIZACAO COMO METODO ALTERNATIVO NO CONTROLE DE
MICRORGANISMOS EM MORANGOS PRODUZIDOS EM SISTEMA ORGANICO

RESUMO

Uma alternativa que vem sendo estudada como agente antimicrobiano em produtos de origem
vegetal e animal é 0 g&s 0zodnio, que possui alto potencial oxidativo, o que o torna eficiente no
controle dos diversos grupos de microrganismos. Diante do exposto, objetivou-se com este
trabalho avaliar o efeito do ozénio aplicado em morango produzido em sistema organico
sobre microrganismos, adotando-se diferentes combinacGes de concentracdo e periodo de
exposicao ao gas. Foram utilizados morangos organicos da variedade “Festival”. Os morangos
foram divididos em cinco lotes correspondendo aos tratamentos: morangos ndo ozonizados
controle; morangos ozonizados na concentracdo de 1000 ppm durante 30 min; morangos
ozonizados na concentracdo de 1000 ppm durante 60 min; morangos o0zonizados na
concentracdo de 2000 ppm durante 30 min; morangos ozonizados na concentracdo de 2000
ppm durante 60 min. Apos a 0zonizacdo, os frutos foram armazenados em camara friaa 5 °C
por 12 dias. As analises microbioldgicas dos frutos foram realizadas no dia da ozonizagdo
(tempo zero) e a cada trés dias de armazenamento. Foi avaliada a pequisa de Salmonella spp.
e as analises de Nimero Mais Provavel de coliformes a 35° C e coliformes termotolerantes,
Contagem de bolores e leveduras e contagem de bactérias mesofilicas aerdbias. Adotou-se
Delineamento Inteiramente Casualizado em esquema fatorial 5X5, sendo cinco tratamentos e
cinco periodos de armazenamento (0, 3, 6, 9 e 12 dias), com quatro repeticdes. Inicialmente
realizou-se analise de variancia e posteriormente teste de Tukey a 5% de probabilidade. Em
funcdo da auséncia de Salmonella spp., coliformes termotolerantes e da inexpressiva
contagem de coliformes totais com valores no tempo zero no controle 2,32 NMP g™ e 2000
ppm por 30 min 0,1 NMP g , ndo foi possivel avaliar o efeito da ozonizacio sobre esses
grupos de microrganismos. Com relagdo a contagem de bolores e leveduras, ndo houve
variacdo significativa em funcdo da ozonizacdo, sendo que a maxima reducdo foi de 0,82
ciclo log, nos frutos ozonizados na concentracao de 2.000 ppm por 60 min. Verificou-se, no
inicio do armazenamento que a contagem de mesofilos aerdbios nos frutos ozonizados nas
concentragdes de 1.000 e 2.000 ppm, por 60 min foi inferior a contagem obtida nos frutos ndo
ozonizados. Outra tendéncia observada foi a reducdo significativa na contagem de bactérias
mesofilicas aerébias no terceiro dia de armazenamento nos frutos ozonizados nas

concentragdes de 1.000 ppm, por 60 min, e 2.000 ppm, por 30 e 60 min. Concluiu-se, a partir
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dos resultados obtidos, que a ozonizagdo é um método promissor, no que tange o controle de
microrganismos em morangos produzidos em sistema organico.

Palavras-chave: Ozonizacédo, controle microbiano, armazenamento.
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OZONATION AS ALTERNATIVE METHOD OF MICRORGANISMS CONTROL IN
STRAWBERRIES PRODUCED IN ORGANIC SYSTEM

ABSTRACT

An alternative that has been studied as an antimicrobial agent in plant and animal products is
ozone gas, which has high oxidative potential, which makes it effective in controlling various
groups of microorganisms. Considering this, the aim of this research is to evaluate the effect
of ozone applied in strawberry produced in organic system on microorganisms, adopting
different combinations of concentration and gas exposure period. Organic strawberries variety
called Festival were used. The strawberries were divided into five lots corresponding to the
treatments: not ozonated strawberries - control; strawberries ozonized at 1,000 ppm for 30
min; strawberries ozonized at 1,000 ppm for 60 min; strawberries ozonized at a concentration
of 2,000 ppm for 30 min; strawberries ozonized at a concentration of 2,000 ppm for 60 min.
After ozonation, the fruits were stored in cold storage at 5°C for 12 days. The microbiological
analysis of fruits were held on the ozonation (time zero) and every three days of storage.The
presence of Salmonella spp were evaluated and quantified total coliforms and fecal coliforms,
molds and yeasts and mesophilic aerobic. Completely randomized design in factorial 5x5 was
adopted, with five treatments and five storage periods (0, 3, 6, 9 and 12 days), with four
replications. Initially it was performed analysis of variance and subsequently Tukey test at 5%
probability. Due to the absence of Salmonella spp. and inexpressive total coliform count and
coliform was not possible to assess the effect of ozonation on these groups of microorganisms
in the strawberries. Concerning to yeasts and molds, there was no significant variation in the
function of ozonation, and the maximum reduction was 0.82 log cycle, fruits ozonized at a
concentration of 2,000 ppm for 60 min. In the beginning of storage it has been found the
mesophilic aerobic count fruit ozonized at concentrations of 1,000 and 2,000 ppm for 60 min,
less than the count obtained ozonized no fruit. Another trend observed was a significant
reduction in the mesophilic aerobic count in the third storage day in fruit ozonized at
concentrations of 1,000 ppm for 60 min, and 2,000 ppm for 30 and 60 min. The research
concluded that ozonation is a promising method, regarding the control of microorganisms in

strawberries produced in an organic system.

Keywords: ozonation, microbial control, storage.
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1 INTRODUCAO

Os frutos do morangueiro sao atrativos para 0 consumidor, por apresentar
caracteristicas préprias, tais como: cor, o brilho, sabor, textura e odor (HENRIQUES et al.,
2004). Os frutos também se destacam por serem importantes fontes de compostos bioativos,
tais como vitamina C, folato e compostos fendélicos (FRANCO, 2002; PROTEGGENTE et al.,
2002; GIAMPIERI et al., 2012). Outras vitaminas também sdo encontradas no morango, tais
como tiamina, riboflavina, niacina, vitamina B6, vitamina K, vitamina A e vitamina E.
Destaca-se que 0s compostos bioativos encontrados no morango estdo associados a
propriedades, tais como agdo antioxidante, capacidade de reduzir a suscetibilidade a
infeccdes, efeito diurético e atividade anti-inflamatdria em reumatismo e gota (ROCHA et al.,
2008).

O morango é consumido predominantemente in-natura, mas uma consideravel
quantidade é utilizada na industria, para producdo de geléias e sucos, (SEERAM et al, 2006;
CALVETE et al, 2008). Dessa forma, deve-se garantir adequado manejo durante o cultivo,
colheita, transporte e armazenamento, com intuito de reduzir perdas e alcangar melhor
aceitacdo pelo consumidor (ZAMBOLIM; COSTA 2005; HENZ et al., 2008). Durante todas
as etapas da cadeia produtiva, devem ser conservadas as propriedades fisico-quimicas do
produto, tais como pH, acidez total titulavel, coloracdo e sélidos soltveis, além de controlado
e/ou inibido o desenvolvimento de microrganismos patogénicos e deteriorantes, que
comprometem a sanidade do produto. Ressalta-se que a vida de prateleira do morango €
limitada, entre 5 e 7 dias, devido especialmente a alta atividade microbiana e respiratoria
(AGUAYO et al., 2006; NASCIMENTO e SILVA, 2010). Outro aspecto relevante, é que o
morango esteve associado a surtos de hepatite A, além de contaminacdo por Norovirus,
Cyclospora cayatanensis e Staphylococcus aureus (NOTERMANS et al., 2004,
SIVAPALASINGAM et al., 2004).

Diante do exposto, faz-se necessaria a adocdo de meétodos que sejam eficientes na
reducdo de microrganismos, tanto patogénicos como deteriorantes, de tal forma a garantir a
seguranca do produto e, consequentemente, reduzir a velocidade do processo de deterioragéo.
De acordo com BEUCHAT et al. (1998), é possivel reducéo de até 90% da carga microbiana,
adotando-se lavagem com agua corrente, porém ndo é suficiente para tornar o alimento
seguro. Em funcéo disso, € fundamental a etapa de sanificacdo, com a utilizacdo de agentes
que sejam eficientes na inativacdo dos microrganismos. Dentre as propriedades desejadas para
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um sanificante, destacam-se: possuir largo espectro antimicrobiano; ser de facil uso; nédo

possuir propriedades toxicas e irritantes; ser de baixo custo (LELIEVELD et al., 2003).

Atualmente o cloro e derivados s&o muito utilizados na higienizacdo das verduras e
frutas, sendo aceito pela legislacdo brasileira. No entanto, segundo Nascimento e Silva
(2010), com o uso do cloro, ha risco de formacdo de compostos indesejaveis, como 0s
trihalometanos, originados pela reacdo com matéria organica e que sdo considerados
potenciais carcindgenos. Ainda de acordo com esses autores, em alguns paises da Europa,
como Alemanha, Holanda, Dinamarca, Suica e Bélgica, o uso de cloro em alimentos frescos é
proibido. Em vista disso, é essencial o estudo de alternativas ao cloro, que sejam eficientes na
inativacdo de microrganismos e ndo representem risco aos consumidores. Uma alternativa que
vem sendo estudada como agente antimicrobiano em produtos de origem vegetal e animal é o

gas ozonio.

O gas 0z6nio (O3), ou oxigénio triatbmico, é uma forma alotrépica do oxigénio, que
pode ser produzida naturalmente como resultado de relampagos ou radiacédo ultravioleta (KIM
et al., 1999). Salienta-se que o o0zonio foi classificado como GRAS (Generally Recognized as
Safe) nos Estados Unidos e liberado como agente antimicrobiano pelo FDA (Food and Drug
Administration) para uso em alimentos, tanto na forma gasosa quanto dissolvido em &gua
(FDA, 2001). Dentre os compostos encontrados na natureza, o gas 0z6nio se destaca por
apresentar o segundo maior potencial de oxidagdo (2,07 mV) (MUSTAFA, 1990; GUZEL-
SEYDIM et al., 2004). Essa caracteristica torna o 0zénio um forte agente antimicrobiano com
grande aplicabilidade na indlstria de alimentos e um dos mais potentes sanitizantes

conhecidos.

Ja é conhecido o efeito do 0z6nio sobres diversos grupos de microrganismos, tais
como os fungos dos géneros Aspergillus, Fusarium, Geotrichum, Myrothecium, Alternaria,
Penicillium, Botrytis e Mucor (RAILA et al., 2006; WU et al., 2006; ZOTTI et al., 2009;
ALENCAR et al., 2013), além do virus, e bactérias (KIM et al., 1999; KHADRE et al., 2001;
OSKAN et al., 2011; AGUIRRE; CANOVAS, 2013; ALEXOPOULOS et a., 2013). Dentre
as espécies de bactérias patogénicas que apresentaram sensibilidade ao gas oz6nio, tem-se
Listeria monocytogenes, Escherichia coli 0157:H7, Bacillus cereus e Samonella spp.
(STEENSTRUP; FLOROS, 2004; AKBAS et al., 2008; PATIL et al., 2010; TORLAK et al.,
2013).
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Com relacdo a aplicacdo do ozénio em alimentos produzidos em sistema organico no
Brasil, € importante salientar que a legislacdo nacional permite o uso de atmosfera modificada
com gas nitrogénio ou dioxido de carbono como método de conservacdo (BRASIL, 2014).
Dessa forma, o gas 0z6nio pode ser uma alternativa para atmosfera modificada em alimentos
obtidos em sistema organico. O gas pode ser gerado no proprio local de aplicacéo e o produto
de sua degradacdo € um composto ndo toxico, o oxigénio. Entdo, faz-necesséaria a obtencdo de
dados que comprovem a eficacia do o0z6nio no controle de microrganismos em alimentos

organicos, de tal forma a subsidiar a inclusdo dessa técnica dentre as permitidas.

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito do ozdnio aplicado
em morango produzido em sistema organico sobre microrganismos deteriorantes e
patogénicos, adotando-se diferentes combinagdes de concentracdo e periodo de exposi¢do ao

gés.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de Pré-Processamento e Armazenamento
de Produtos de Vegetais e no Laboratério de Microbiologia de Alimentos (LAMAL),
localizados na Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, na Universidade de Brasilia,
UnB, no Distrito Federal.

2.1 Obtenc¢do dos morangos

Os morangos (Fragaria ananassa Duch) da variedade “Festival” foram adquiridos
diretamente de um produtor organico da regido administrativa de Brazlandia no Distrito
Federal, no dia 27/05/2014. Os frutos foram coletados pela tarde no estado de maturacédo
comercial (3/4 maturacdo), depois foram transportados para o Laboratério de Pré-
Processamento e Armazenamento de Produtos Vegetais, colocados sobre refrigeracéo, a 5°C
por um periodo de aproximadamente 12 horas. No dia seguinte, os morangos foram
devidamente selecionados, aqueles que apresentaram ferimentos ou lesdes foram descartados
e somente os frutos uniformes, sadios, sem defeitos foram submetidos ao processo de

0zonizagéo.

2.2 Geracao do ozbnio e determinacao da concentracdo do gas

Para a geracdo do ozonio foi utilizado o gerador de ozonio, (Modelo O&L 3.0-O2
RM). O equipamento funciona entre dois eletrodos paralelos, entre eles existe um dielétrico, e
um espaco livre por onde percorre o ar seco. Neste espaco € produzida uma descarga em
forma de filamentos, constituida por elétrons com energia suficiente para ocasionar a quebra
das moléculas de oxigénio, formando o 0zénio (O3). Neste processo de geracdo do 0zonio, a
matéria prima € o oxigénio (O,), obtido do concentrador de oxigénio que se acopla ao
gerador. A vazdo adotada para a geracdo do ozonio foi de 2,0 L min™, na temperatura de 25
°C.

A quantificagdo da concentracdo inicial de ozonio foi determinada pelo método
iodométrico, através da titulacdo indireta (CLESCERI, 2000). Esse método consiste no
borbulhamento do ozonio residual durante 1 minuto, em 50 mL de solugéo de iodeto de
potassio (KI) 1N, liberando iodo (l); adicionando 2,5 mL de acido sulfarico 1 N (H2SO,)
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0,01 N, reduzindo assim, o pH. Em seguida, é necessaria a realizacdo da titulagdo com
tiossulfato de soédio (Na,S,03) 0,1 M, até que a coloracdo amarela do iodo se torne clara de

forma imediata. Por fim, foi adicionando amido 1%, até o desaparecimento da coloracéo azul.

2.3 Ozonizagdo dos morangos
Para a selecéo dos tratamentos foi realizado um teste com diferentes doses e tempos de

ozonizagdo em morangos. Os frutos, devidamente selecionados, foram divididos em cinco
lotes correspondendo aos tratamentos:

e Morangos ndo ozonizados — tratamento controle;

e Morangos ozonizados na concentragdo de 1000 ppm durante 30 minutos;

e Morangos ozonizados na concentracdo de 1000 ppm durante 60 minutos;

e Morangos ozonizados na concentracdo de 2000 ppm durante 30 minutos;

e Morangos ozonizados na concentracdo de 2000 ppm durante 60 minutos.

Os frutos foram colocados em recipientes de vidro com capacidade de 3,0 L de
volume e submetidos ao processo de ozonizagdo, com quatro repeticbes cada tratamento.
Apbs a ozonizacgdo, os frutos foram colocados em embalagens de polietileno retangulares (12
cm x 18 cm), transparentes e com a devida identificacdo, sendo colocados 10 frutos por
embalagem, correspondendo a aproximadamente 100 g. Posteriormente, as embalagens
contendo os frutos foram armazenadas aleatoriamente em uma camara fria a 5 °C. As anélises
microbioldgicas dos frutos foram realizadas no dia da ozonizacdo (tempo zero) e a cada trés

dias até 12 dias de armazenamento.

2.4 Analises microbioldgicas dos morangos submetidos ou ndo a ozonizag¢ao
2.4.1 Recepc¢éao e preparo das amostras

A metodologia utilizada na recepcdo e o preparo das amostras foi de acordo com Silva
et al., ( 2001): Em um ambiente devidamente esterilizado as embalagens contendo 50 g de
morango foram desinfetadas com alcool 70%, depois a embalagem foi aberta para a retirada
asséptica de 25 g de amostra coletadas em diferentes partes do fruto e colocadas em sacos

plasticos devidamente identificados e mantidos em congelamento.
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As analises microbiologicas foram avaliadas segundo a metodologia oficial do
Ministério de Agricultura Pecuéria e Abastecimento — MAPA (BRASIL, 2003).

2.4.2 Preparo das diliugoes seriadas das amostras de morango

Inicialmente 25 g de morangos foram diluidos em 225 mL de &gua peptonada a 0,1%
(p/v) devidamente esterilizada, a fim de obter diluicdes seriadas para a realizacdo destas
analises. A homogenizacdo foi realizada em homogenizador estomacher durante 2 minutos
sendo esta a diluicdo 10 e a partir desta diluicdo foram feitas as diluices 107 e 10, para a
inoculacdo nos diferentes meios de cultura, para a contagem de coliformes, Salmonella spp.,
bolores e leveduras e mesoéfilos aerdbios, conforme protocolo descrito pela Instrucéo

Normativa nimero 62, do Ministério da Agricultura.

2.4.3 Analise de Numero Mais Provavel de coliformes termotolerantes e coliformes a
35°C
Os coliformes foram quantificados usando a técnica de nimeros mais provaveis

(NPM), que baseia-se em duas fases:

Teste presuntivo: apds a homogeneizacdo inoculou-se a amostra padrdo em trés diluicdes
decimais sucessivas (10, 102 e 10, dentro de cada tubo de ensaio, que continha 10 mL de
caldo lauril sulfato triptose CLST (Acumedia) e tubos indicadores de fermentacdo invertidos
(Durham). Apos a semeadura, os tubos foram colocados em estufa bacterioldgica tipo BOD
(Quimis) a 35 °C durante 48 horas de incubacdo. Consideraram-se tubos positivos aqueles que

apresentaram turvacdo e formacao de gas.

Teste confirmativo coliformes totais: a partir dos tubos positivos de CLST obtido na fase
presuntiva foi transferido 1 ml para tubos de ensaio que continham o caldo verde brilhante
(Acumedia) com tubos Durham invertidos, Em seguida, os tubos foram colocados em estufa

tipo BOD a 35 °C para coliformes totais

Teste confirmativo coliformes termotolerantes: dos mesmos tubos positivos de CLST
obtidos no teste presuntivo foi transferida uma aliquaota para o caldo Escherichia coli (EC)
(Acumedia) com tubos Durham invertidos, para a quantificacdo de coliformes

termotolerantes, respectivamente. Em seguida, os tubos foram colocados em estufa
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bacterioldgica a 45 °C (DE LEO) para Escherichia coli (EC) por 24 - 48 horas. Os resultados
foram expressos em NMP g, segundo o protocolo descrito na Instrucdo Normativa n(imero
62 de 2003 (BRASIL, 2003).

2.4.4 Pesquisa de Salmonella spp.

O pré-cultivo usado como amostra padrdo dos coliformes, foi aproveitado e incubado
por 24 horas em estufa bacterioldgica a 35 °C, sendo transferidas aliquotas de 1 mL para tubos
que continham 10 mL de caldo selenito cistina (Fluka Analytical) e 1 ml para tubos de ensaio
contendo 10 mL de caldo Rapaport — Vassiliadi (Acumedia), os quais foram incubados numa
estufa a 35 °C, durante 24 horas, para o0 enriquecimento seletivo. A etapa seguinte foi o
plagueamento diferencial, baseada nos tubos de enriquecimento seletivo, que com o auxilio de
alcadas para cada meio foram repicadas em placas contendo Agar Salmonela Shigella
(Acumedia) e depois as placas foram colocadas de forma invertida em estufa bacterioldgica a
35 °C, durante 24 horas para confirmar a presenca da bactéria. As placas nas quais se
suspeitava conter Salmonella spp. foram selecionadas para as provas bioquimicas em agar
triplice acucar ferro (TSI), agar lisina ferro (LIA) e caldo ureia, seguindo o protocolo descrito
IN62 — 2003 (BRASIL, 2003) e os parametros RDC 12 (BRASIL, 2001).

2.4.5 Contagem de bolores e leveduras

Para contagem de bolores e leveduras foi utilizado o método de plagueamento direto,
em superficie das diluicées 10 %e 102. Em meio asséptico, aliquotas de 1 mL do inéculo
inicial das diferentes diluicdes foram colocadas em placas petri, acrescidas de 0,2 mg mL-de
acido tartarico. Em seguida, colocou-se aproximadamente 10 mL do Agar Batata Dextrose
(BDA), previamente fundido e mantido a 45 °C. As placas foram cuidadosamente
homogeneizadas e incubadas a 25 °C por um periodo de 4 a 5 dias. Entdo, foram quantificadas
as colbnias presentes na placa. Os resultados foram expressos pelo numero de Unidades For-
madoras de Colénia por grama de produto (UFC g) e posteriormente em log UFC g™
(BRASIL, 2003).
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2.4.6 Contagem de bactérias Mesofilicas Aerobias.

Foi empregada a metodologia da Contagem Total de Mesdfilos Aerdbios. Para isso,
foram utilizadas aliquotas de 1 mL do inéculo inicial das diluicdes a 10 e 10 em placas
petri, sendo adicionado aproximadamente 10 mL de meio Plate Count Agar. Apds a
solidificacdo, as placas invertidas foram colocadas a 35 °C, por 48 h. A quantificagdo foi
inicialmente expressa em Unidades Formadoras de Coldnia por grama de produto (UFC g*) e
posteriormente em log UFC g, segundo a IN 62 — 2003 (BRASIL, 2003).

2.5 Delineamento Experimental

Adotou-se Delineamento Inteiramente Casualizado em esquema fatorial 5X5, sendo
cinco tratamentos e cinco periodos de armazenamento (0, 3, 6, 9 e 12 dias), com quatro
repeti¢des. Inicialmente realizou-se analise de varidncia e posteriormente teste de Tukey a 5%
de probabilidade, utilizando o software Statystics Analysis Systems (SAS).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Apresentam-se, na Tabela 1, os resultados referentes a deteccdo de Samonella spp. e a
quantificacdo de coliformes totais e coliformes termotolerantes em morangos submetidos a
ozonizacdo em diferentes combinagdes de concentracdo do gés e periodo de exposicdo e
armazenados a 5 °C. Com relagdo a Samonella spp., ndo foram detectados em nenhuma
amostra de morango, independentemente da ozonizacdo e do periodo de armazenamento.
Resultado semelhante foi observado para os coliformes termotolerantes. No que tange aos
coliformes totais, foram quantificados somente no dia zero do armazenamento no tratamento
controle que apresentaram contagens superiores a < 0,3 germes g™ equivalentes a 2,32 NMP

germes g™

Tabela 1 — Média da contagem de Salmonella spp., Coliformes totais e Coliformes
termotolerantes em morangos ozonizados em diferentes combinagdes de concentracdo do gas
(ppm) e periodo de exposicdo (min) e armazenados a 5 °C

Periodo de Armazenamento (dias)
0 3 6 9 12
Salmonella spp. (auséncia/presenca) - - - - -
Controle C. Totais (NMP germes g*) 2,32 - - - -
C. Termotolerantes (NMP germes g™) - - - - -

Tratamento Parametros

Salmonella spp. (auséncia/ presenca) - - - - -
1.000ppm/30min C. Totais (NMP germes g™ - - - - -
C. Termotolerantes (NMP germes g™) - - - - -

Salmonella spp. (auséncia/ presenca) - - - - -
1.000ppm/60min C. Totais (NMP germes g™ - - - - -
C. Termotolerantes (NMP germes g™) - - - - -

Salmonella spp. (auséncia/ presenca) - - - - -
2.000ppm/30min C. Totais (NMP germes g™) 0,1 - - - -
C. Termotolerantes (NMP germes g™) - - - - -

Salmonella spp. (auséncia/ presenca) - - - - -
2.000ppm/60min C. Totais (NMP germes/g™) - - - - -
C. Termotolerantes (NMP germes/g™) - - - - -

NPM g= Numero mais provavel por grama em escala logaritmica; - = auséncia
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Em funcdo da auséncia de Salmonella spp. e da inexpressiva contagem de coliformes
totais e de coliformes termotolerantes, ndo foi possivel avaliar o efeito da ozonizacéo sobre
esses grupos de microrganismos nos morangos produzidos em sistema organico. E importante
ressaltar que de acordo com o Regulamento Técnico sobre Padrdes Microbioldgicos para
Alimentos, no caso de morangos frescos e similares, "in natura”, inteiros, selecionados ou
ndo, é exigido auséncia de Salmonella spp. e a tolerdncia méxima de coliformes 45 °C ¢
equivalente a 2x10° NMP g* (BRASIL, 2011).

Encontram-se, na Tabela 2, os valores médios referentes a contagem de bolores e
leveduras (log UFC g™*) em morangos submetidos a diferentes combinacdes de periodo de
exposicdo (min) e concentragdo do ga&s (ppm), independentemente do periodo de
armazenamento. Apesar de ter ocorrido reducdo na contagem de bolores e leveduras nos
frutos ozonizados, em comparacdo com o tratamento controle (frutos ndo ozonizados), essa
alteracdo ndo foi significativa, de acordo com o teste de Tukey, a 5% de probabilidade. A
maxima reducdo obtida foi de 0,82 ciclo log, nos frutos ozonizados na concentracdo de 2.000
ppm, por 60 minutos. Ndo houve variacdo significativa na contagem de bolores e leveduras
nos morangos, em decorréncia da interacdo entre tratamento e periodo de armazenamento
(p>0,05). Entretanto, verificou-se variacdo significativa na contagem de bolores e leveduras,
quando se analisou o efeito do tratamento e do periodo de armazenamento, separadamente
(p<0,05).

Tabela 2 - Valores médios referentes contagem de bolores e leveduras (log UFC g*) em
morangos submetidos a diferentes combinacdes de concentracdo do gas (ppm) e periodo de
exposicao (min)

Tratamento

Controle 1.000ppm/30min 1.000ppm/60min 2.000ppm/30min 2.000ppm/60min

3,52a 3,15a 2,76 a 3,11a 2,70 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Tukey a 5% de
probabilidade.

Na Tabela 3 séo apresentados os valores meédios referentes a contagem de bolores e
leveduras (log UFC g?') em morangos durante o perfodo de armazenamento,

independentemente da exposi¢do ao gas 0zonio. O comportamento observado estd de acordo
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com o esperado, ou seja, houve aumento na contagem de bolores e leveduras a medida que se
elevou o periodo de armazenamento. A partir do sexto dia de armazenamento, foi obtido

contagem superior a 3,00 log UFC g™.

Tabela 3 - Valores médios referentes ao contagem de bolores e leveduras (log UFC g™*) em
morangos submetidos ozonizacdo e armazenados por 12 diasa 5 °C

Periodo de armazenamento (dias)
0 3 6 9 12
2,20 b 2,38 b 3,69 a 3,33 a 3,53 a

Médias seguidas de mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo Tukey a 5% de

probabilidade.

Destaca-se que apesar de ndo ter ocorrido variacdo significativa na contagem de
bolores e leveduras nos morangos em funcdo da exposicdo ao 0zOnio, encontram-se na
literatura diversos trabalhos que comprovam a eficécia do composto, aplicado tanto na forma
gasosa quanto dissolvido na agua, sobre esse grupo de microrganismos. Palou et al. (2001)
aplicaram 0z6nio gasoso com o intuito de diminuir Penicilium digitatum e Penicilium
italicum em citros. Os autores observaram retardamento de uma semana na incidéncia dos
fungos nos frutos. Alexopoulos et al. (2013) avaliaram a eficiéncia de 0z6nio dissolvido na
agua no controle de bolores e leveduras em alface e obtiveram reducdo de 2,14 ciclos log,
quando se adotou a concentracdo de 0,5 mg L™, por periodo de exposicdo de 30 minutos.
Alencar et al. (2014) ozonizaram peras com gas 0zonio na concentracdo de 100 ppm, por 60
minutos, e ndo observaram aumento significativo na contagem de bolores e leveduras por até
13 dias de armazenamento. Entretanto, os autores obtiveram contagem equivalente a 3,0 log
UFC g™ nos frutos ndo submetidos a ozonizacao, depois de 13 dias de armazenamento.

No que tange a contagem de mesofilos aerobios nos morangos, verificou-se variacao
significativa em decorréncia da interagdo entre tratamento e periodo de armazenamento
(p<0,05). Encontram-se, na Tabela 4, os valores médios referentes a contagem de meséfilos
aerobios (log UFC g*) em morangos ozonizados em diferentes combinacées de periodo de
exposicdo (min) e concentracdo do gas (ppm) e armazenados a 5 °C.

Verificou-se, no inicio do armazenamento, que a contagem de mesofilos aerobios nos
frutos ozonizados nas concentraces de 1.000 e 2.000 ppm, por 60 minutos, diferiram

significativamente (p<0,05) da contagem obtida no tratamento controle (frutos né&o
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ozonizados), conforme apresentado na Tabela 4. Obteve-se reducdes equivalentes a 0,65 e
1,01 ciclo log nos frutos ozonizados nas concentragdes de 1.000 e 2.000 ppm, por 60 minutos,
respectivamente.

Outra tendéncia observada foi a reducdo significativa (p<0,05) na contagem de
mesdfilos aerdbios no terceiro dia de armazenamento nos frutos ozonizados nas concentragdes
de 1.000 ppm, por 60 minutos, e 2.000 ppm, por 30 e 60 minutos, em comparagao aos valores
médios obtidos no inicio do armazenamento. A maior reducdo foi observada nos frutos
ozonizados na concentracdo de 2.000 ppm, quando se adotou periodo de exposi¢cdo ao gas de
30 minutos, sendo equivalente a 1,92 ciclo log. Posteriormente, ocorreu elevagéo na contagem

de meséfilos aerébios no tratamento citado anteriormente.

Tabela 4 - Valores médios referentes a contagem de meséfilos aerébios (log UFC g™) em
morangos ozonizados em diferentes combinacGes de periodo de exposicdo (min) e
concentracdo do gas (ppm) e armazenados a 5 °C

Periodo de armazenamento (dias)

Tratamento

0 3 6 9 12
Controle 2,91 Aa 2,98 Aa 2,64 Aa 2,64 Aa 2,84 Aa
1.000 ppm/30min 2,76 Aa 2,10 Aa 2,51 Aa 2,56 Aa 2,48 Aa
1.000 ppm/60min 2,26 Ba 1,00Ab 191 Aab 2,65Aa 2,72 Aa
2.000 ppm/30min 2,65 Aa 0,73 Bb 2,45 Aa 2,03 Aa 2,48 Aa
2.000 ppm/60min 1,90 Cab 1,36 Ab 2,58 Aa 2,42 Aa 2,96 Aa

Médias seguidas de mesma letra minudscula na linha e letra maiuscula na coluna nédo

diferem estatisticamente entre si, pelo Tukey a 5% de probabilidade.

E importante ressaltar que esse comportamento observado na contagem de mesofilos
aerdébios nos morangos entre o inicio e terceiro dia de armazenamento precisa ser elucidado.
Uma possivel razdo para a reducdo observada na contagem de mesofilos aerébios no terceiro
dia é o efeito do gas na célula e/ou esporos dos microrganismos. O 0zonio possui um elevado
potencial oxidativo e € capaz de initivar ou inibir o desenvolvimento de microrganismos a
partir da oxidagdo de componentes celulares vitais, tais como constituintes da membrana e da
parede celular, como os &cidos graxos insaturados, assim como elementos do conteudo
celular, como enzimas e é&cidos nucléicos. Os microrganismos sdo inativados pelo
rompimento da célula, em decorréncia da acdo do ozénio molecular ou dos radicais livres

gerados durante a decomposicdo do gas (GUZEL-SEYDIM et al., 2004; PASCUAL et al.,
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2007; CULLEN et al., 2009). Encontram-se na literatura diversos trabalhos que comprovam
que o ozbnio é capaz de inativar bactérias Gram-positivas (Listeria monocytogenes,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis) e bactérias Gram-negativas (Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Yersinia enterocolitica e Pseudomonas aeruginosa (GRAHAM,
1997; WU et al., 2006; AGUIRRE; CANOVAS, 2013; SUNG et al., 2014; SONG et al.,
2015). Dependendo da concentracdo e periodo de exposi¢do ao géas, € possivel que quantidade
significativa de células e/ou esporos de microrganismos ndo sejam inativadas, mas 0 processo
de multiplicacdo seja comprometido, inclusive o processo de esporulacdo. Nesse contexto,
Vijayanandraj et al. (2008) expuseram esporos de Aspergillus niger ao 0zénio e, apesar do
tratamento com géas ndo evitar o processo de germinacao dos mesmaos, as col6nias formadas se

caracterizaram como nao esporulantes.

4 CONCLUSOES

Concluiu-se, a partir dos resultados obtidos, que: a ozonizacdo, nas condicbes
adotadas, nao afeta significativamente a contagem de bolores e leveduras, apesar de ter
ocasionado reducdo de 0,82 ciclo log, quando se adotou a concentracdo do gas de 2.000 ppm,
por 60 minutos. A exposi¢do dos morangos ao gas 0zonio possibilita reducdo na contagem de
mesofilos aerébios. A ozonizagdo se mostrou um método promissor, no que tange o controle
de microrganismos em morangos produzidos em sistema organico. E importante a realizacio
de outros trabalhos, adotando-se diferentes combinacBes de concentracdo e periodo de
exposicdo ao gas, de tal forma que se consiga aumentar a eficacia do método no controle dos

microrganismos, sobretudo de bolores e leveduras.
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EFEITO DO 0ZONIO NA QUALIDADE POS-COLHEITA DE MORANGOS
PRODUZIDOS EM SISTEMA ORGANICO

RESUMO

Apesar da ozonizacdo ainda ndo é permitida no Brasil para alimentos organicos, é importante
a obtencdo de dados com comprovem a capacidade do ozonizacdo na manutencdo da
qualidade pos-colheita de alimentos produzidos em sistema organico de tal forma a subsidiar
a inclusdo dessa técnica dentre as permitidas. Em vista disso, objetivou-se com este trabalho
avaliar o efeito do ozbnio aplicado em diferentes condigdes na qualidade pés-colheita de
morango produzido em sistema organico. Foram utilizados morangos organicos da variedade
“Festival”. Os morangos foram divididos em cinco lotes correspondendo aos tratamentos:
morangos ndo ozonizados — controle; morangos ozonizados na concentracdo de 1000 ppm
durante 30 min; morangos ozonizados na concentracdo de 1000 ppm durante 60 min;
morangos ozonizados na concentracdo de 2000 ppm durante 30 min; morangos 0zonizados na
concentracdo de 2000 ppm durante 60 min. Apds a ozonizacgdo, os frutos foram armazenados
em camara fria a 5 °C por 12 dias. As avaliagdes qualitativas dos frutos foram realizadas no
dia da ozonizagdo (tempo zero) e a cada trés dias de armazenamento. As variaveis avaliadas
foram percentual de perda de massa fresca, pH, teor de Vitamina C, solidos soluveis totais,
acidez titulavel, acidez titulavel, relacdo entre solidos soluveis totais, saturacao, tonalidade e
diferenga de cor. Adotou-se Delineamento Inteiramente Casualizado em esquema fatorial
5X5, sendo cinco tratamentos e cinco periodos de armazenamento (0, 3, 6, 9 e 12 dias), com
quatro repeticdes. Inicialmente realizou-se andlise de variancia e posteriormente analise de
regressdo. O percentual de perda de massa fresca foi menos intenso nos frutos ozonizados.
Em geral, as varidveis pH e sélidos sollveis totais apresentaram mesma tendéncia em frutos
ozonizados ou ndo. N&o houve variacao significativa em funcdo da exposi¢do ao 0zénio nas
variaveis acidez titulavel, relacdo entre solidos sollveis totais, saturacdo, tonalidade de cor.
Com relagdo a diferenca de cor, ocorreu aumento menos intenso nos frutos ozonizados. E
possivel concluir, a partir dos resultados obtidos, que a ozonizagdo pode ser considerada é
uma importante alternativa para a manutencdo da qualidade pds-colheita de morangos

produzidos em sistema organico.

Palavras-chave: ozbnio, qualidade, armazenamento, morango organico.
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OZONE’S EFFECT ON THE QUALITY OF STRAWBERRY POSTHARVEST
PRODUCED IN ORGANIC SYSTEM

ABSTRACT

Despite the ozonation still not be allowed in Brazil to organic foods, it is important to obtain
data to prove the ozonation of capacity in maintaining food postharvest quality produced in
organic system in such a way to support the inclusion of this technique that is permitted.
Considering this, the aim of this work was to evaluate the effect of ozone applied in different
conditions in the strawberry postharvest quality produced in an organic system. Organic
strawberries variety used in this research were Festival type. The strawberries were divided
into five lots corresponding to the treatments: not ozonated strawberries - control;
strawberries ozonized at 1000 ppm for 30 min; strawberries ozonized at 1000 ppm for 60 min;
strawberries ozonized at a concentration of 2,000 ppm for 30 min; strawberries ozonized at a
concentration of 2,000 ppm for 60 min. After ozonation, the fruits were stored in cold storage
at 5 ° C for 12 days. The qualitative assessments of fruits were held on the ozonation (time
zero) and every three days of storage. The variables: percentage of weight loss, pH, vitamin C
content, total soluble solids, titratable acidity, titratable acidity, soluble solids ratio, saturation,
hue and color difference. completely randomized design in factorial 5x5 was adopted, with
five treatments and five storage periods (0, 3, 6, 9 and 12 days), with four replications.
Initially analysis was performed by ANOVA and subsequent regression analysis. The mass
loss rate was less intense in ozonated fruit. In general, pH and soluble solids showed the same
trend ozonized fruits or not. There was no significant variation due to exposure to ozone in the
variables titratable acidity, ratio of total soluble solids, saturation or color tone. Regarding the
color difference, it has been less intense increase in ozonated fruit. Considering the results, the
ozonation is an important alternative to maintaining strawberries post-harvest quality

produced in the organic system.

Keywords: ozone, quality, storage, organic strawberry
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1 INTRODUCAO

Atualmente a producdo mundial do morango (Fragaria Ananassa Duch.) é de
aproximadamente 4,52 milhdes de toneladas (FAO, 2014). A producéo brasileira estimada em
2007 foi de cerca de 100 mil toneladas, com expansao significativa a cada ano (PONCE et al.,
2010; RANDIN et al., 2011).A producdo do Distrito Federal é de cerca de 6.500 toneladas
(EMATER-DF, 2014). Devido aos vantajosos atributos préprios do fruto que sdo uma
conjugacdo de componentes como: a cor vermelha, o brilho, sabor, textura e odor sdo muito
apreciados pelos consumidores; além de possuir 2,3% de fibras, 92,8% de &gua, 39 calorias e
72,80 mg de vitamina C em 100 g de frutos, vitaminas B1, B2, e B5 e compostos fenolicos
gue atuam como antioxidantes e estdo ligados a reducdo da maioria das doencas crénicas de
risco, principalmente as degenerativas (FRANCO, 2002; HENRIQUES et al., 2004).

O consumidor apresenta uma preferéncia de consumo in natura da fruta, sendo um dos
fatores mais importantes frutos isentos de residuos de pesticidas que garantam a seguranca do
alimento onde a demanda por o consumo de produtos organicos cada vez € maior (KADER;
BARRET, 2005). Considera-se também um grande problema do morango é a alta
susceptibilidade a deteriora¢do ou contaminacdo dos frutos nas diferentes etapas de cultivo o
que provoca uma curta vida pos-colheita, e sem a devida seguranca sanitaria. E importante
garantir um adequado manejo de cultivo. As medidas de controle das podriddes dos frutos
devem iniciar nos campos de plantio, passando pela colheita e embalagem cuidadosa
(ZAMBOLIM; COSTA, 2005). Aproximadamente um 40% do total da producdo do morango
acontece nas fases de pos-colheita e armazenamento (CANER; ADAY; DEMIR, 2008).

Os métodos de sanitizacdo sdo utilizados como parte da cadeia produtiva na
conservacao e sanidade do produto até chegar ao consumidor. Atualmente o cloro e seus
produtos derivados sdo os mais utilizados na higienizacao das verduras e frutas. A legislacao
brasileira tem aceitado o uso do cloro na sanitizagdo dos alimentos, na etapa pds-colheita. No
entanto, Lazarova (1999) menciona que as principais desvantagens do processo de sanitizagdo

com cloro € a formacéo de subprodutos quimicos mutagénicos, em agua e alimentos.

Uma das técnicas que tem sido proposta como alternativa na manutengdo da qualidade
pos-colheita de produtos de origem vegetal ¢ a ozonizacdo. O ozbnio se destaca por seu
elevado potencial oxidativo, o que o torna eficiente na inativacdo de microrganismos, tais

como bactérias, fungos e virus (DOSTI et al., 2005). Diversos trabalhos indicam que o0 0zbénio
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é capaz de inativar bactérias Gram-positivas (Listeria monocytogenes, Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis), bactérias Gram-negativas (Escherichia coli, Salmonella typhimurium,
Yersinia enterocolitica, Pseudomonas aeruginosa), virus, fungos (Céandida parapsilosis,
Candida tropicalis e dos generos dos géneros Fusarium, Geotrichum, Myrothecium e Mucor,
dentre outros (GRAHAM, 1997; RAILA et al., 2006; WU et al., 2006).

No que se refere a alimentos produzidos em sistema organicos, salienta-se que o
0z0nio gasoso ainda ndo € permitido pela legislacdo brasileira. Entretanto, é permitido o uso
de atmosfera modificada com gas nitrogénio ou didxido de carbono (BRASIL, 2014). Nesse
sentido, a obtencdo de dados com comprovem a capacidade do ozoniza¢do na manutencao da
qualidade pds-colheita de alimentos produzidos em sistema organico podera subsidiar a
inclusdo dessa técnica dentre as permitidas. Outro aspecto que deve ser mencionado, é que 0
0z0nio é gerado a partir do oxigénio e o produto de sua degradacdo € esse mesmo elemento
(NOVAK; YUAN, 2007).

Diante do exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito do ozdnio aplicado
em diferentes condicdes na qualidade pds-colheita de morango produzido em sistema

organico.
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2 MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratdrio de Pré-Processamento e Armazenamento
de Produtos de Vegetais, no Laboratério de Analise de Alimentos e no Laboratério de
Microbiologia de Alimentos (LAMAL), todos localizados na Faculdade de Agronomia e

Medicina Veterinaria, na Universidade de Brasilia, UnB, localizada no Distrito Federal.

2.1 Obtencédo dos morangos

Os morangos (Fragaria ananassa Duch) da variedade “Festival” foram adquiridos
diretamente de um produtor organico da regido administrativa de Brazlandia no Distrito
Federal, no dia 27/05/2014. Os frutos foram coletados pela tarde no estado de maturacédo
comercial (3/4 maturacdo), depois foram transportados para o Laboratério de Pré-
Processamento e Armazenamento de Produtos Vegetais, colocados sobre refrigeracéo, a 5°C
por um periodo de aproximadamente 12 horas. No dia seguinte, os morangos foram
devidamente selecionados, aqueles que apresentaram ferimentos ou lesdes foram descartados
e somente os frutos uniformes, sadios e sem defeitos foram submetidos ao processo de

0zonizagéo.

2.2 Geracao do ozbnio e determinacédo da concentracéo do gas

Na geracdo do ozonio foi utilizado o gerador de ozénio, Modelo O&L 3.0-02 RM). O
equipamento funciona entre dois eletrodos paralelos, entre eles existe um dielétrico, e um
espaco livre por onde percorre o ar seco. Neste espacgo é produzida uma descarga em forma de
filamentos, constituida por elétrons com energia suficiente para ocasionar a quebra das
moléculas de oxigénio, formando o 0zdnio (O3). Neste processo de geracdo do ozbnio, a
matéria prima € o oxigénio (O,), obtido do concentrador de oxigénio que se acopla ao
gerador. A vazdo adotada para a geracdo do ozonio foi de 2,0 L min™, na temperatura de 25
°C.

A quantificagdo da concentracdo inicial de ozonio foi determinada pelo método
iodométrico, atraves da titulacdo indireta (APHA, 1985). Esse método consiste no
borbulhamento do ozonio residual durante 1 minuto, em 50 mL de solugdo de iodeto de
potassio (KI) 1N, liberando iodo (l,); adicionando 2,5 mL de acido sulfarico 1 N (H2SO,)
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0,01 N, reduzindo assim, o pH. Em seguida, é necessaria a realizacdo da titulagdo com
tiossulfato de sddio (Na,S,03) 0,1 M, até que a coloracdo amarela do iodo se torne clara de

forma imediata, por fim, foi adicionando amido 1% ,até o desaparecimento da coloracéo azul.

2.3 Ozonizacdo dos morangos

Os morangos, devidamente selecionados, foram divididos em cinco lotes

correspondendo aos tratamentos:

e Morangos ndo ozonizados — tratamento controle;

e Morangos ozonizados na concentracdo de 1000 ppm durante 30 minutos;
e Morangos ozonizados na concentracdo de 1000 ppm durante 60 minutos;
e Morangos ozonizados na concentracdo de 2000 ppm durante 30 minutos;
e Morangos ozonizados na concentragdo de 2000 ppm durante 60 minutos.

Os frutos foram colocados em recipientes de vidro com capacidade de 3,0 L de
volume e submetidos ao processo de ozonizacdo, com quatro repeticbes cada tratamento.
Ap0s a ozonizacdo, os frutos foram colocados em embalagens de polietileno retangulares (12
cm x 18 cm), transparentes e com a devida identificacdo, sendo colocados 10 frutos por
embalagem, correspondendo a aproximadamente (100 g). Posteriormente, as embalagens
contendo os frutos foram armazenadas aleatoriamente em uma camara fria a 5 °C. As
avaliacOes qualitativas dos frutos foram realizadas no dia da ozonizagao (tempo zero) e a cada

trés dias até 12 dias de armazenamento.

2.4 Avaliacdo da qualidade p6s-colheita dos morangos submetidos a 0zonizagdo em
diferentes condicoes

2.4.1 Perda de massa fresca (PMF)

A perda de massa fresca foi estimada, em porcentagem (%), pela diferenca da massa
registrada no momento no inicio do experimento (dia zero) e os diferentes dias de
armazenamento (3, 6, 9 e 12 dias). A perda de massa foi calculada utilizando-se a Equacdo 1:
Equacédo 1

M1 - Mf
Perda de massa (%) = v 100
1
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2.4.2 Potencial Hidrogenibnico (pH)

O pH foi determinado com o potencidmetro Digimed Mod. DM21. Utilizou-se
aproximadamente 10 gramas de amostra triturada e homogeneizada em 100 mL de agua

destilada.

2.4.3 Teor de Vitamina C

Para a determinacdo do teor de vitamina C, os morangos foram triturados e
homogeneizados com 50 ml de agua destilada, sendo adicionados 20 ml de solugdo de &cido
sulfarico 0,002 M, 1 ml de amido (usado como indicador) e para a titulacdo foi utilizado

lodeto de Potassio 0,02 M, até que a solucdo passou da cor vermelha para azul escuro.

2.4.4 Sélidos Soluveis Totais (SST)

Os sélidos solaveis totais foram determinados no refratdmetro digital Atago (Modelo

1T). Os resultados foram expressos em °Brix, segundo a técnica AOAC (2002).

2.4.5 Acidez titulavel (AT)

A anadlise de acidez titulavel foi determinada conforme a normas descritas pelo
Instituto Adolfo Lutz (BRASIL, 2005). Utilizou-se aproximadamente 10 gramas de amostra
triturada e homogeneizada em 100 mL de agua destilada, usando como indicador 1 mL de
amido e como titulador a solucéo de hidréxido de sodio (NaOH) 0,1 N. Os resultados foram

expressos em porcentagem de &cido citrico.

2.4.6 Relacdo entre Solidos Soluveis Totais e Acidez Titulavel (SST/AT)

A partir dos valores obtidos referentes a Solidos Soluveis Totais e Acidez Titulavel foi

possivel a obtencdo da relagdo SST/AT.
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2.4.7 Avaliacéo da coloracdo dos morangos

A cor externa do morango foi avaliada usando um colorimetro (Minolta CR 400,
Minolta Corporation, Osaka, Japdo). O equipamento foi devidamente calibrado e os valores
foram tomados em trés pontos diferentes de cada fruto, realizando-se trés leituras de trés
morangos selecionados ao acaso de cada amostra obtendo-se os valoresde L, ae b.

Com os valores das coordenadas L, a e b foi possivel obter parametros relacionados a
saturacdo da cor ou croma (C), Equacdo 2, a tonalidade (h), Equacéo 3, e diferenca de cor
(AE), Equagéo 4 (LITTLE, 1975, FRANCIS, 1975, MCLELLAN et al., 1995, MASKAN,
2001).

C=+@2+b?) @

h = arctang(b/a) 3)

DE =[[(L = Lo)2 + [(a — ag)2 + [(b — by)?] )
em que:

h = tonalidade da cor;

C = saturacdo da cor ou croma;

a = mensuravel em termos de intensidade de vermelho e verde; e
b = mensuravel em termos de intensidade de amarelo e azul.

Lo, a0 € bp séo os valores obtidos no tempo zero.

2.5 Delineamento experimental

Adotou-se Delineamento Inteiramente Casualizado em Esquema Fatorial 5X5, sendo
cinco tratamentos e cinco periodos de armazenamento (0, 3, 6, 9 e 12 dias), com quatro
repeticdes. Inicialmente realizou-se analise de variancia e posteriormente analise de regressao.

Utilizou-se o software Statystics Analysis Systems (SAS) na anélise de variancia e o

software Sigma Plot para a obtencéo das equaces e plotagem dos graficos.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Obteve-se diferenca significativa (p<0,05) em decorréncia da interacdo tratamento e
periodo de armazenamento para a variavel percentual de perda de massa fresca. Verificou-se
incremento do percentual da perda de massa fresca dos frutos ao longo do armazenamento,
sendo essa tendéncia mais acentuada no tratamento controle (frutos ndo ozonizados).
Incremento menos acentuado ao longo do armazenamento foi observado na Figura 1 frutos
ozonizados nas concentracdes de 1.000 e 2.000 ppm por 30 minutos.

Na Tabela 1. sdo apresentadas as equacgdes das regressdes ajustadas e 0s respectivos
coeficientes de determinacdo referentes ao porcentual de perda de massa fresca nos diferentes

tratamentos em funcédo do periodo de armazenamento.
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Figura 1 - Perda de massa fresca (%) em morangos ozonizados em diferentes combinagdes de
concentracdo do gas (ppm) e periodo de exposicao (min) e armazenados a 5 °C.
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Tabela 1 - EquacBes de regressdo ajustadas e respectivos coeficientes de determinacao
referentes a perda de massa fresca (%) em morangos ozonizados em diferentes combinacdes
de concentracdo do gas (ppm) e periodo de exposicdo (min) e armazenados a 5 °C

Tratamento Equacdo de regressao R°
ajustada

Controle y=-1,611+2,742"X 0,92

1.000ppm/30min vy =0,247 + 1,800"X 0,97

1.000ppm/60min y=-1,723 + 1,729*°X 0,98

2.000ppm/30min ¥y =-0,006 + 1,889*X 0,98

2.000ppm/60min y = —0,495 + 2,156"X 0,97

**Significativo a 1% de probabilidade pelo teste F. *Significativo a 5% de probabilidade pelo
teste F.

Resultados semelhantes aos encontrados neste trabalho foram obtidos por outros
autores. Holtz (2006) observou perda de massa fresca inferior durante o armazenamento em
morangos ozonizados em comparagdo com frutos submetidos a sanitizacdo com cloro
organico. Nadas et al. (2003) observaram menor percentual de perda de massa fresca em
morangos tratados com O3 e armazenados a 2 °C por trés dias que aqueles ndo ozonizados.
Estes ultimos autores consideraram que é provavel que o Oz reduziu a perda de massa fresca
devido decréscimo na taxa de respiracdo dos morangos associado a refrigeracao.

Por outro lado, Spencer (2003) aplicou 0zénio em duas cultivares de batata (Norland e
Russet Burbank), e evidenciou perda de massa fresca minima no controle. J& nas batatas
ozonizadas em trés diferentes concentragdes, o autor verificou que, quanto maior a
concentracdo maior a perda de massa durante o armazenamento. Efeitos analogos foram
relatados por Palou et al (2002) no armazenamento de péssegos que foi exposto a 0,3 ppm de
ozonio, a 5 °C com uma umidade relativa de 90% durante 6 semanas, observou-se maior
perda de massa fresca do que 0s péssegos armazenados num ambiente ndo ozonizado a partir
da segunda semana de armazenamento. Esses resultados auxiliam a elucidar o motivo pelo
qual houve incremento na perda de massa quando se elevou o periodo de ozonizagdo (Figura
3). O ozdnio possui um alto potencial oxidativo (NOVAK e YUAN, 2007) e elevando-se a
concentracdo do gas ou periodo de exposi¢édo, provavelmente provocou-se danos nos frutos e
consequentemente maior perda de massa fresca ao longo do armazenamento.

Outro aspecto que deve ser mencionado é o elevado percentual de perda de massa ao
longo do armazenamento em todos os tratamentos. Tal comportamento pode ser explicado
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pelo valor medio de umidade relativa no interior da cAmara climatica na qual os frutos foram
armazenados, que foi equivalente a aproximadamente 70%. Rahman (2014) avaliou cinco
gendtipos de morango na fase de pos-colheita. Este estudo incluiu a cultivar Festival que
apresentou perdas de massa fresca no primeiro dia de 4,30% e no quarto dia incrementou a
14,20%, destacando que a taxa da perda de &gua é largamente controlada pela temperatura e
umidade do armazenamento. Umidade relativa baixa produz uma maior gradiente de pressao
de vapor de agua entre seus tecidos e 0 ambiente externo. Esses efeitos foram observados em
trabalhos desenvolvidos por Finger; Viera (1997); Farinha (2008).

Com relacdo a variavel pH (Figura 2), obteve-se diferenca significativa em
decorréncia da interacdo entre tratamento e periodo de exposicdo (p<0,05). Entretanto, de
acordo com a analise de regressdo, Tabela 2, somente para os frutos ozonizados na
concentracdo de 1.000 ppm, por 60 minutos, um dos coeficientes foi significativo a 5% de

probabilidade.

4,6 -

® Controle
O 30 min/1.000 ppm
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4,2 - B 60 min/2.000 ppm
e
e [
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34
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Figura 2 - Curvas referentes ao pH em morangos ozonizados em diferentes combinagdes de
concentracdo do gas (ppm) e periodo de exposic¢do (min) e armazenados a5 °C.
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Tabela 2 - EquacBes de regressdo ajustadas e respectivos coeficientes de determinacao
referentes ao pH em morangos ozonizados em diferentes combinacfes de concentracdo do gas
(ppm) e periodo de exposicdo (min) e armazenados a5 °C

Tratamento Equacdo de regressao ajustada R?
Controle ¥ = 4,060 — 0,059™X + 0,008™ X2 0,81
1.000ppm/30min y = 4,040 — 0,015 X + 0,003™ X2 0,76
1.000ppm/60min y =4,041 —0,026™X + 0,004" X2 0,98
2.000ppm/30min y =3,999 —0,020™X + 0,004™ X2 0,94
2.000ppm/60min y = 3,948 — 0,026 X + 0,006™ X2 0,98

" N&o Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. *Significativo a 5% de probabilidade
pelo teste F.

Destaca-se que os valores de pH registrados durante os 12 dias de armazenamento dos
morangos nos diferentes tratamentos variaram de 3,46 até 4,46. Esta tendéncia de aumento do
pH durante o armazenamento foi verificado também por Aday; Caner (2014) que usaram 3
técnicas de sanitizacdo (ultrassom, ozénio e dioxido de cloro) na pds-colheita do morango,
onde houve um incremento do pH de 3,32 até 3,81 durante quatro semanas de
armazenamento. Resultados semelhantes foram encontrados por Heleno (2013) que usou a
ozonizacdo em trés concentracbes e observou que as amostras de morango controle e
ozonizadas apresentaram pH inicial em torno de 3,3 chegando a um valor médio de 3,6

durante 10 dias de armazenamento.

A vitamina C consiste parte importante dos acidos organicos e é conhecida por suas
funcOes antioxidantes. No que tange ao teor de vitamina C, obteve-se diferenca significativa
em funcéo da interagdo tratamento e periodo de armazenamento. As curvas que descrevem o
comportamento do teor der vitamina C nos frutos submetidos ou néo a ozonizagao encontram-
se na Figura 3. Nos frutos ndo ozonizados (tratamento controle) e naqueles ozonizados na
concentracdo de 2.000 ppm por 60 minutos, observou-se tendéncia de elevagdo do teor de
vitamina C até o sexto dia de armazenamento, com posterior decréscimo. Por outro lado, nos
frutos ozonizados na concentracdo de 1.000 ppm, por 60 minutos, e na concentragéo de 2.000
ppm, por 30 minutos, houve tendéncia de elevacao do teor de vitamina C durante todo periodo

de armazenamento.

75



Encontram-se na Tabela 3, as equagdes de regressdo ajustadas e 0s respectivos

coeficientes de determinagéo referentes ao teor de vitamina C em morangos ozonizados em

diferentes combinacdes de periodo de exposicdo (min) e concentracdo do gas (ppm) e

armazenados a5 °C.

Vitamina C (mg 100g™ de fruto)

Controle L
30 min/1.000 ppm
60 min/1.000 ppm
30 min/2.000 ppm
60 min/2.000 ppm

ol
E>40Ce0

0 3 6 9 12
Periodo de armazenamento (dias)

Figura 3 - Teor de Vitamina C (mg 100 g™ de fruto) em morangos ozonizados em diferentes
combinacBes de concentracdo do gas (ppm) e periodo de exposicdo (min) e armazenados a 5

°C.

Tabela 3 - EquacBes de regressao ajustadas e respectivos coeficientes de determinacao
referentes & concentracéo de Vitamina C (mg 100 g™ de fruto) em morangos ozonizados em
diferentes combinacfes de concentracdo do gas (ppm) e periodo de exposicdo (min) e
armazenados a5 °C

Tratamento Equacdo de regressao ajustada R?

Controle y=17914-0,317"X + 0,026 X2 0,58
1.000ppm/30min §=7430+0,139™X +0,016"%  gq
1.000ppM/60min 9 =7,661~0,214™X +0,018™X (49
2.000ppm/30min y =7479 - 0,222X + 0,019™ ¥ 0,74
2.000ppm/60min y=7438—-0,087"X +0,008™4 (g9

" Nao Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. *Significativo a 5% de probabilidade

pelo teste F.
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O decréscimo do teor de vitamina C durante o armazenamento, semelhante ao
observado nos frutos ndo ozonizados e naqueles ozonizados na concentragdo de 2.000 ppm
por 60 minutos, € um comportamento esperado e esta associado ao processo de deterioracao,
tendo sido observado por outros autores (ALEXANDRE et al., 2012; CARDOSO et al.,
2012). De acordo com Cardoso et al. (2012), o decréscimo do teor de vitamina C pode ser
explicado pela alta atividade da enzima &cido ascérbico oxidase ou & menor capacidade dos
vegetais de sintetizar esse acido durante o periodo pds-colheita. Nesse sentido, a ozonizagéo
retardou o decréscimo do teor de vitamina C quando se adotaram as concentracfes de 1.000 e

2.000 ppm, por 60 e 30 minutos, respectivamente.

Os teores de sélidos soluveis totais estdo expressos na Figura 4. Apesar da andlise de
variancia indicar variacdo significativa pela interacdo tratamento e periodo de armazenamento
(p<0,05), em geral os coeficientes das equacdes de regressdo ndo foram significativos
(p>0,05).

Observa-se na Tabela 4 as equacOes de regressdo ajustadas referentes aos teores de
solidos solUveis totais em morangos ozonizados em diferentes combinagdes de periodo de

exposicao (min) e concentracdo do gas (ppm) e armazenados a5 °C.

10 ~

Sélidos soluveis totais (° Brix)

® Controle
5 - O 30 min/1.000 ppm
v 60 min/1.000 ppm
4 - A 30 min/2.000 ppm
® 60 min/2.000 ppm
oA . . . .
0 3 6 9 12

Periodo de armazenamento (dias)
Figura 4- Solidos Soluveis Totais (°Brix) em morangos ozonizados em diferentes

combinacg6es de concentracdo do gas (ppm) e periodo de exposicao (min) e armazenados a 5
°C.
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Tabela 4- Equacdes de regressdo ajustadas e respectivos coeficientes de determinagéo
referentes a Solidos SolUveis Totais (°Brix) em morangos ozonizados em diferentes
combinacg6es de concentracdo do gas (ppm) e periodo de exposicdo (min) e armazenados a 5
°C

Tratamento Equacdo de regressao ajustada R°
Controle ¥y =17914-0,317"X + 0,026 X2 0,65
1.000ppm/30min y=17,430+0,139"X + 0,016 XZ 0,96
1.000ppm/60min y=17661-0214"X + 0,018™ X2 0,37
2.000ppm/30min y=17479 —0,222™X + 0,019™ X2 0,55
2.000ppm/60min y =7,438 — 0,087 X + 0,008™ X2 0,28

ns N&o Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F.*Significativo a 5% de probabilidade
pelo teste F.

Salienta-se que os valores médios de solidos sollveis totais permaneceram na faixa
entre 6,80 e 7,80. Galletta et al. (1995) obtiveram teor de sélidos sollveis em morangos na
faixa de 7 — 12% e Motero et al. (1996) na faixa de 4,5 a 15 %. Dentre os fatores que
influenciam o teor de sélidos solUveis totais destacam-se fatores climéticos e os diferentes

genotipos.

No que tange as variaveis acidez titulavel e relagdo sélidos sollveis e acidez titulavel
(SST/AT), ndo obteve-se variacdo significativa em decorréncia da interacdo tratamento e
periodo de exposi¢do (p>0,05). Os valores médios de acidez titulavel obtidos neste trabalho
sdo apresentados na Tabela 5 e permaneceram na faixa entre 0,77 e 0,92% de 4cido citrico.
Esses resultados sdo semelhantes aos observados por Nadas et al. (2003) e por Rahman et al.
(2014). Os valores medios referentes a relagdo SST/AT permaneceram na faixa entre 7,65 e
9,64 (Tabela 6).
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Tabela 5 - Valores médios de acidez total titulavel (% de acido citrico) em morangos
ozonizados em diferentes combinagfes de concentracdo do gas (ppm) e periodo de exposicao
(min) e armazenados a5 °C

Periodo de armazenamento (dias)

Tratamento
0 3 6 9 12
Controle 0,92 0,92 0,94 0,91 0,84
1.000ppm/30min 0,83 0,91 0,81 0,87 0,85
1.000ppm/60min 0,87 0,81 0,82 0,89 0,87
2.000ppm/30min 0,91 0,84 0,79 0,94 0,87
2.000ppm/60min 0,82 0,93 0,77 0,86 0,92

Tabela 6 - Valores médios de relacdo sélidos solUveis totais (°Brix) e acidez total titulavel (%
acido citrico) em morangos ozonizados em diferentes combinacdes de concentracdo do gas
(ppm) e periodo de exposicéo (min) e armazenados a 5 °C

Periodo de armazenamento (dias)

Tratamento

0 3 6 9 12
Controle 8,54 8,16 7,65 7,89 8,26
1.000ppm/30min 8,97 8,61 8,91 8,57 8,02
1.000ppm/60min 8,05 9,28 8,38 7,78 9,03
2.000ppm/30min 8,08 8,81 8,22 7,73 9,64
2.000ppm/60min 8,90 8,19 9,14 8,58 9,27

N&o houve variagéo significativa das variaveis saturacdo de cor (croma) e tonalidade
de cor (h°) em decorréncia da interacdo tratamento e periodo de armazenamento (p>0,05). Na
Tabela 7 encontram-se os valores médios de saturacdo de cor obtidos em morangos
submetidos ou ndo a ozonizagdo e armazenados na temperatura de 5 °C por 12 dias. Os

valores permaneceram na faixa entre 22,17 e 37,54.

Entretanto, obteve-se variacao significativa (p<0,05), quando se analisou o efeito do
periodo de armazenamento na variavel saturacdo de cor, independentemente da exposi¢do ou

ndo ao gas o0zénio. Ocorreu decréscimo da saturacéo de cor a medida que se elevou o periodo
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de armazenamento (Figura 5). De acordo com McGuire (1992) e Joromi et al. (2003),
saturacdo de cor expressa a intensidade da cor, de tal forma que valores proximos a zero para

cores neutras (cinza) e ao redor de 60 para cores vividas.
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Figura 5 - Saturacdo de cor em morangos ozonizados em diferentes combinagdes de
concentracdo do gas (ppm) e periodo de exposic¢do (min) e armazenados a5 °C

Tabela 7 - Valores médios de saturacdo de cor (Croma) em morangos ozonizados em
diferentes combinacdes de concentracdo do gas (ppm) e periodo de exposicdo (min) e
armazenados a5 °C

Periodo de armazenamento (dias)

Tratamento

0 3 6 9 12
Controle 31,76 23,37 25,32 24,37 22,29
1.000ppm/30min 29,24 26,43 28,45 26,96 28,59
1.000ppm/60min 217,78 26,27 28,06 24,64 28,04
2.000ppm/30min 37,54 30,12 28,37 27,84 25,76
2.000ppm/60min 29,63 32,81 25,02 22,17 26,70
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Encontram-se, na Tabela 8, os valores médios referentes a tonalidade de cor (h) em
morangos ozonizados em diferentes combinacGes de periodo de exposicdo (min) e
concentracdo do gas (ppm) e armazenados a 5 °C. Os valores de tonalidade de cor
permaneceram na faixa entre 27,51° e 39,03°. Valores de tonalidade de cor (h°) mais proximos
de zero indicam frutos mais vermelhos, ao passo que valores mais proximos de 90° indicam

frutos com predominancia de cor amarela.

Tabela 8 - Valores médios de tonalidade de cor (h°) em morangos ozonizados em diferentes
combinacBes de concentracdo do gas (ppm) e periodo de exposicdo (min) e armazenados a 5
°C

Periodo de armazenamento (dias)

Tratamento

0 3 6 9 12
Controle 31,68 31,69 32,00 26,95 32,92
1.000ppm/30min 32,30 34,58 26,38 29,46 27,51
1.000ppm/60min 36,90 35,94 26,01 29,64 29,91
2.000ppm/30min 39,03 31,34 27,01 28,91 29,14
2.000ppm/60min 29,22 34,83 25,33 28,43 28,72

No que se refere a diferenga de cor (AE), Figura 6, obteve-se diferenca significativa
em decorréncia da interagdo entre tratamento e periodo de armazenamento (p<0,05).
Verificou-se aumento da diferenca de cor a medida que se elevou o periodo de
armazenamento, sendo essa tendéncia mais acentuada nos frutos ndo ozonizados (tratamento
controle). Ressalta-se que a varidvel diferenca de cor foi obtida a partir dos valores de L, a e
b, em um determinado periodo de armazenamento e os valores correspondentes a um padrao,
gue no presente trabalho, referiu-se aos frutos no inicio do armazenamento. Dessa forma, uma
maior elevacdo da diferenca de cor implica em um distanciamento mais pronunciado da cor

inicial, comportamento observado nos frutos ndo ozonizados.

Encontram-se, na Tabela 9, as equacOes de regressdo ajustadas e 0s respectivos
coeficientes de determinacdo referentes a diferenca de cor (AE) em morangos ozonizados em
diferentes combinacfes de periodo de exposicdo (min) e concentracdo do gas (ppm) e

armazenados a5 °C.
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Figura 6 - Diferenga de cor (AE) em morangos ozonizados em diferentes combinag¢des de
concentracdo do gas (ppm) e periodo de exposic¢do (min) e armazenados a5 °C.

Tabela 9- Equacdes de regressdo ajustadas e respectivos coeficientes de determinacédo
referentes a diferenca de cor (AE) em morangos ozonizados em diferentes combinagdes de
periodo de exposicdo (min) e concentracdo do gas (ppm) e armazenados a5 °C

Tratamento Equacdo de regressao ajustada R2

Controle § = 8,344(1 — e(-0:660X)) 0,89
1.000ppm/30min 9 = 4,745(1 — e(—0.546X)) 0,99
1.000ppm/60min § = 5,083(1 — e(~0:520X)) 0,90
2.000ppm/30min ¥ = 6,696(1 — e(70293X)) 0,99
2.000ppm/60min § = 4,959(1 — e(~1.006X)) 0,81

Salienta-se que a cor é um importante atributo para a aquisicdo de um produto pelo
consumidor e é importante a adogdo de um meétodo de conservacdo que amplie a vida de
prateleira sem alterar esta caracteristica. Segundo Calderon (2010) a deterioragdo da cor é
também dependente de fatores como a variedade da fruta, umidade relativa, estagio de
maturacdo e situa¢fes operacionais do processo de conservacao. Farinha (2008) avaliou raizes
de cenoura armazenadas em ambientes com diferentes umidades relativas. O autor observou
que alteracdo de cor mais intensa a medida que a umidade relativa foi reduzida. Essa
tendéncia foi associada a perda de agua pelas raizes. Nesse sentido, o fato de ocorrer menor
perda de agua nos frutos ozonizados deve ter influenciado positivamente a variavel diferenca

de cor.
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4 CONCLUSOES

E possivel concluir, a partir dos resultados obtidos, que a ozonizagdo pode ser
considerada uma importante alternativa para a manutencdo da qualidade pos-colheita de
morangos produzidos em sistema orgénico. Foi possivel verificar nos frutos ozonizados
menor percentual de perda de massa fresca e alteragdo de cor menos intensa ao longo do
armazenamento. Além disso, quando se ozonizou os frutos nas concentracfes de 1.000 e
2.000 ppm, e periodos de ozonizacdo ao gas equivalentes a 60 e 30 min, houve retardamento
no decréscimo de vitamina C. Salienta-se que é fundamental que sejam avaliadas outras
combinacBes de concentracdo e periodo de exposi¢cdo ao gas em morango produzidos em
sistema organico, de tal forma a comprovar a viabilidade técnica da ozonizagdo nesse tipo de

produto.

83



REVISAO BIBLIOGRAFICA

ADAY, M. S.; CANER, C. Individual and combined effects of ultrasound, ozone and chlorine
dioxide on strawberry storage life. LWT — Food Science and Technology. v. 57, p. 344-
355, 2014.

ALEXANDRE, E. M. C.; BRANDAO, T. R.S.; SILVA, C. L. M. Efficacy of non-thermal
technologies and sanitizer solutions on microbial load reduction and quality retention of
strawberries. Journal of Food Engineering, v. 108, p. 417-426, 2012.

BRASIL MINISTERIO DA SAUDE — Agencia Nacional de Vigilancia Sanitaria. Métodos
Fisico Quimicas para analise de alimentos. Ministério da Saude, p. 1018, 2005.

CALDERON, M.; M. Internal quality profile and influence of packaging conditions on
fresh-cut pineapple. Universidade Lleida. Escola Técnica Superior de Enginyeria Agréria.
Departament de Tecnologia de Alimentos. (men¢éo PhD), p. (230). Espanha, 2010.

CANER, C.; ADAY, M. S.; DEMIR, M. Extending the quality of fresh strawberries by
equilibrium modified atmosphere packaging. European Food Research and Technology,
Berlin, v. 227, p. 1575-1583, 2008.

CARDOSO. L. M.; DEUS, V. A.; ANDRADE, V. C.; PINTO, N. A.V. Quallidade p6s-
colheita de morangos cultivar Diamante, tratados com Cloreto de calcio. Alim. Nutr. v. 23, n.
4, p. 583-588, 2012.

DOSTI,B.; GUZEL, Z.; GREENE, A. Effectiveness of ozone, heat and chlorine for
destroying common food spoilage bacteria in synthetic media and biofilms. International
Journal of Dairy Technology, v. 58, p. 19-24, 2005.

EMATER-DF. Empresa de Assisténcia Técnica e Extensdo Rural do Distrito Federal.
Producdo Agropecuaria 2011. http://www.emater.df.gov.br/ Acesso: 02 de maio 2014.

FAO, Food and Agriculture Organization of the United Nations. Food and Agricultural
commodities production, http://faostat.fao.org/site/339/default.aspx. Acesso: 20 de janeiro
2015.

FARINHA, L. R. L. Caracteristicas fisicas na perda da matéria fresca e evolucdo das
propriedades reoldgicas e cor da cenoura cv. Brasilia no armazenamento. Dissertacdo
Universidade Federal de Vicosa (UFV). Vigosa, Minas Gerais, p. 111, 2008.

FINGER, L. F.; VIEIRA, G. Controle da perda pos-colheita de agua em produtos
horticolas. Vigosa, Minas Gerais. Universidade Federal de Vicosa, p. 29 (Caderno Didéctico,
v.19) 1997.

FRANCIS, F.J. The origin of tan™ a/b. Journal of Food Science, v. 40, p. 412, 1975.

FRANCO, G. Tabelas de composi¢do quimica dos alimentos. Sdo Paulo: Atheneu, 2002,
303p.

GALLETTA, G. J.; ENNS, J. M.; MASS, J. L. Strawberry cultivar responses to variations in
planting time, stock, and mulches. HotScience, v. 31, p. 5, 1996.

84



GRAHAM, D.M. Use of ozone for food processing. Food Technology, v. 6, n. 51, p. 72-75,
1997.

HELENO, F. F. Ozonizacdo: Uma estratégia para remocao de residuos de agrotéxicos em
alimentos. 2013. 86 f. Tese (Doutorado em Agroquimica) - Universidade Federal de Vicosa.
Vicosa - MG. 2013.

HENRIQUES, A.T.; BASSANI, V.L.; RASEIRA, M. do C.; ZUANAZZI, J.A. Antocianos e
capacidade antioxidante de frutas. In: Simpdsio Nacional do Morango, 2., Encontro De
Pequenas Frutas E Frutas Nativas, 1., 2004, Pelotas. Anais... Pelotas: Embrapa Clima
Temperado, 2004. p.271-282. (Documentos, 124).

HOLTZ, S., G.; Aplicacdo de ozbnio e de revestimentos comestiveis em morangos
(Fragaria ananassa Duch,) minimamente processados. Dissertacdo Pés-graduacdo em
Microbiologia Agricola Magister Scientiae Universidade Federal de Vigosa. Minas Gerais
Brasil, 2006. p, 81.

JOMORI, M. L. L.; KLUGE, R. A,; JACOMINO, A. P.; TAVARES, S. Conservacdo
refrigerada de lima acida ‘Tahiti’: Uso de 1-metilciclopropeno, acido giberélico e cera.
Revista Brasileira de Fruticultura, Jaboticabal - SP, v. 25, n. 3, p. 406-409, 2003.

KADER, A. A.; D. M. BARRETT. Classification, composition of fruits and postharvest
maintenance of quality. In: Barrett, D. M.; Laszlo, S.; Hosahalli, R. Processing Fruits. Boca
Raton, 2005. . p. 3-22.

LAZAROVA, V.; SAVOYE, P.; JANEX, M. Advanced wastewater disinfection
technologies: state of the art and perspectives. Water Science and technology, v. 40. p. 201-
213. 1999.

LITTLE, A. Off on a tangent. Journal of Food Science, Chicago, v.40, p.410-411, 1975.

MASKAN, M. Kinetics of colour change of kiwifruits during hot air and microwave drying.
Journal of Food Engineering, v.48, p.169-175, 2001.

McGUIRE, R.G. Reporting of objective colour measurements. HortScience, Alexandria,
V.27, p.1254-1255, 1992.

MCLELLAN, M.R.; LIND, L.R.; KIME, R.W. Hue angle determinations and stastistical
analysis for multiquadrant hunter L, a, b data. Journal of Food Quality, v.18, n.3, p.235-240,
1995.

MONTERO, T. M.; MOLLA, E. M.; ESTEBAN, R. M.; ANDREU, F. J. L. Quality attributes
of strawberry during ripening. Scientia Horticulturae, v. 65, p. 239-250, 1996.

NADAS, A.; OLMO, M.; GARCIA, J. M. Growth of Botrytis cinerea and strawberry quality
in ozone enriched atmospheres. Journal of Food Science, v.68, n.5, p. 1798-1802, 2003.

NOVAK, J.S.; YUAN, J.T.C. The Ozonation Concept: Advantages of Ozone Treatment and
Commercial Developments. In: Tewari, G.; Juneja, V.K. (Eds.) Advances in Thermal and
Non-Thermal Food Preservation. Ames: Blackwell Publishing, 2007, p.185-193.

85


http://www.crcnetbase.com/doi/pdf/10.1201/9781420040074.pt1
http://www.crcnetbase.com/doi/pdf/10.1201/9781420040074.pt1
http://www.crcnetbase.com/isbn/9781420040074
http://www.crcnetbase.com/isbn/9781420040074

PALOU, L.; CRISOSTO, C. H.; SMILANICK, J. L.; ADASKAVEG, J. E.; ZOFFOLLI, J. P.
Effects of continuous 0.3 ppm ozone exposure on decay development and physiological
responses of peaches and table grapes in cold storage. Posharvest Biology and Technology,
v. 24, p. 39-48, 2002.

PONCE, A.; BASTIANI, M.; MINIM, V.; VANETTI, M. Caracteristicas fisico-quimicas e
microbioldgicas de morango minimamente processado. Ciéncia e Tecnologia de Alimentos,
v.30, n.01, p. 113-118, 2010.

RADIN, B.; LISBOA, B.B.; WITTER, S.; BARNI, V.; REISSER JUNIOR, C,;
MATZENAUER, R.; FERMINO, M.H. Desempenho de quatro cultivares de morangueiro em
duas regides climaticas do Rio Grande do Sul. Horticultura Brasileira, v.29, p.287-291,
2011.

RAHMAN, M. M; MONIRUZZAMAN, M.; AHMAD, M. R.; SARKER, B. C.; ALAM, K.
M. Maturity stages affect the postharvest quality and shelf-life of fruits of strawberry
genotypes growing in subtropical regions. Journal of the Saudi Society of Agricultural
Sciences. p. 10, 2014.

RAILA, A., LUGAUSKAS, A.; STEPONAVICIUS, D.; RAILIENE, M,
STEPONAVICIENE, A.; ZVICEVICIUS, E. Application of ozone for reduction of
mycological infection in wheat grain. Annals of Agricultural and Environmental
Medicine, v. 13, n. 2, p. 287-294, 2006.

WU, J.; DOAN, H.; CUENCA, M.A. Investigation of gaseous ozone as an anti-fungal
fumigant for stored wheat. Journal of Chemical Technology & Biotechnology, v. 81, n. 7,
p.1288-1293, 2006.

ZAMBOLIM, L.; COSTA. H. Manejo integrado de doencas do morangueiro. In:
CARVALHO, S. P. (Coord.).Boletim do morango: cultivo convencional, seguranca
alimentar, cultivo organico. Belo Horizonte: CEASA Minas, 2005. p. 55-96.

86



