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CIRCUMSTANCES

A boy alone, so far from home
Endless rooftops from my window
| felt the gloom of empty rooms
On rainy afternoons

Sometimes in confusion
| felt so lost and disillusioned
Innocence gave me confidence
To go up against reality

All the same, we take our chances
Laughed at by Time
Tricked by Circumstances
Plus ¢a change
Plus c'est la meme chose
The more that things change
The more they stay the same

Now I've gained some understanding
Of the only world that we see
Things that | once dreamed of

Have become reality

These walls that still surround me
Still contain the same old me
Just one more who's searching for
A world that ought to be*

‘Rﬂ.\'ﬁ - Geddy Lee, Alex Lifeson e Neil Peart (Hemispheres - 1978).

(*Traducdo: Um garoto sozinho, tdo longe de casa/Telhados intermindveis da minha
janela/Senti a melancolia de quartos vazios em tardes chuvosas/As vezes na confusdo senti-me
tdo perdido e desiludido/Inocéncia me deu confianca de ir contra a realidade/Tudo igual,
aproveitamos nossas chances zombados pelo Tempo enganados pelas Circunstancias/Quanto
mais mudancgas/Mais é a mesma coisa/Quanto mais as coisas mudam/Mais elas permanecem as
mesmas/Agora que ganhei um pouco de entendimento do Unico mundo que vemos/Coisas com
as quais uma vez sonhei tornaram-se realidade/Essas paredes que ainda me cercam ainda
contém o mesmo eu antigo/Apenas mais um que esta em busca de um mundo que deveria ser).
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RESUMO GERAL

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito do gas 0zonio dissolvido na agua, em
diferentes condicGes e combinagdes, sobre microrganismos deteriorantes e patogénicos
e possiveis efeitos na qualidade fisico-quimica do morango armazenado. Foram
realizados dois experimentos no presente trabalho: no primeiro experimento avaliou-se
a influéncia do pH na eficiéncia da agua ozonizada em controlar microrganismos e
possiveis alteracfes na qualidade fisico-quimica do morango armazenado; no segundo
experimento avaliou-se a eficiéncia da 4gua ozonizada em diferentes combinagdes de
concentracdo e tempo de imersdo no controle de microrganismos e possiveis alteracoes
na qualidade fisico-quimica do morango armazenado. Foram utilizados morangos da
variedade “Portola” adquiridos de um produtor da regido administrativa de Brazlandia —
Distrito Federal. Para avaliar a influéncia do pH na &gua ozonizada, os morangos foram
divididos em seis lotes, trés lotes em que o gas ozonio foi dissolvido na agua na
concentracdo de 21 mg L™ por 15 min de borbulhamento e trés lotes em que ndo foram
ozonizados, correspondendo aos tratamentos: agua destilada ozonizada com pH 3,0 e
concentracdo de 0zonio na 4gua de 0,11 mg L™, agua destilada ozonizada com pH 6,5 e
concentracdo de 0zdnio na agua de 0,08 mg L™, agua destilada ozonizada com pH 8,7 e
concentracdo de o0zdnio na agua de 0,04 mg L™ os outros trés tratamentos foram
testemunhas, aguas destiladas com pH’s 3,0, 6,5 e 8,7. Para se chegar ao valor de pH
3,0 utilizou-se &cido citrico e para o valor de pH 8,7 utilizou-se bicabornato de sédio, o
pH 6,5 ndo foi alterado. O tempo de imersdo em todos os tratamentos foi de 5 min.
Apos essa etapa 0s morangos foram armazenados em cdmara fria a 5 °C. As analises
dos frutos foram realizadas no dia da ozonizacao (tempo zero) e a cada dois dias até o
dia seis de armazenamento. Na etapa microbioldgica foi avaliado a presenca de
Salmonella spp., coliformes totais, E. coli, bolores e leveduras e aerdbios mesofilos,
todos expressos em log (UFC g™). As variaveis qualitativas avaliadas foram: perda de
massa fresca, pH, acidez total tituldvel, teor de sélidos sollveis, relagdo SST/ATT e
coloragéo. Adotou-se Delineamento Inteiramente Casualizado em esquema fatorial 6x4,
sendo seis tratamentos e quatro periodos de armazenamento (0, 2, 4 e 6), com trés
repeticdes. Inicialmente realizou-se analise de variancia e posteriormente analise de
regressao. Verificou-se que o pH influenciou a eficiéncia da 4gua ozonizada no controle
de microrganismos indesejaveis em morangos durante o armazenamento. No que se

refere a qualidade fisico-quimica dos morangos, a 4gua ozonizada foi capaz de retardar
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a perda de massa fresca, manter os niveis de pH, sélidos solUveis totais, acidez total
titulavel, relagdo SST/ATT e das variaveis referentes a cor. Para avaliar a eficiéncia da
agua ozonizada em diferentes concentracfes e com tempo de imersdo de 7,5 min,
segundo experimento, os morangos foram divididos em trés lotes: gas o0zo6nio dissolvido
em &gua na concentracdo de 45 mg L™ e borbulhado por 40 min, gés ozénio dissolvido
em 4gua na concentracdo de 20 mg L™ e, por fim, o dltimo lote ndo foi submetido &
imersdo em agua ozonizada. Em seguida os morangos foram armazenados em camara
friaa 5 °C. As analises dos frutos foram realizadas no dia da ozonizagédo (tempo zero) e
a cada trés dias até o dia nove de armazenamento. As etapas de analises microbioldgicas
e qualidade fisico-quimica dos morangos foram idénticas as do primeiro experimento.
Adotou-se Delineamento Inteiramente Casualizado em esquema fatorial 3x4, sendo trés
tratamentos e quatro periodos de armazenamento (0, 3, 6 e 9), com trés repeticdes.
Inicialmente realizou-se andlise de variancia e posteriormente analise de regressao. A
agua ozonizada foi eficiente no controle de microrganismos, principalmente no que se
refere a aerdbios mesofilos. Em relacdo a qualidade fisico-quimica dos morangos
armazenados, a dgua ozonizada nao afetou expressivamente a perda de massa fresca,
pH, solidos sollveis totais, acidez total titulavel, relacdo SST/ATT e variaveis
referentes a cor. Concluiu-se, a partir dos resultados obtidos nos dois experimentos, que
a utilizacdo de &gua ozonizada pode tornar-se um método promissor no controle de
microrganismos e na manutencdo da qualidade fisico-quimica de morangos

armazenados.

Palavras-chave: Ozonio; Microrganismos patogénicos; Microrganismos deteriorantes;

Alteracdes qualitativas.

XXi



ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of ozone gas dissolved in water
under different conditions and combinations on deteriorating and pathogenic
microorganisms and possible effects on the physical-chemical quality of the stored
strawberry. Two experiments were carried out in the present work: the first experiment
evaluated the influence of pH on the ozonated water efficiency in controlling
microorganisms and possible changes in the physical-chemical quality of the stored
strawberry; In the second experiment the efficiency of the ozonated water in different
combinations of concentration and time of immersion in the control of microorganisms
and possible changes in the physical-chemical quality of the stored strawberry were
evaluated. Strawberries of the "Portola” variety were purchased from a producer in the
administrative region of Brazlandia — Distrito Federal. To evaluate the influence of pH
on ozonated water, strawberries were divided into six batches, three batches in which
the ozone gas was dissolved in the water at a concentration of 21 mg L™ for 15 min of
bubbling and three batches in which were not ozonated, Corresponding to the
treatments: ozonized distilled water with pH 3.0 and ozone concentration in water of
0.11 mg L™, ozonated distilled water with pH 6.5 and ozone concentration in water of
0.08 mg L, ozonated distilled water with pH 8.7 and ozone concentration in the water
of 0.04 mg L™; The other three treatments were control, distilled waters with pH’s of
3.0, 6.5 and 8.7. In order to reach pH 3.0, citric acid was used and sodium bicarbonate
was used for pH 8.7, pH 6.5 was not altered. The immersion time in all treatments was 5
min. After this stage the strawberries were stored in a cold room at 5 °C. The fruits were
analyzed on the day of ozonation (time zero) and every two days until day six of
storage. In the microbiological stage, the presence of Salmonella spp., Total coliforms,
E. coli, molds and yeasts and aerobes mesophiles, all expressed in log (UFC g™), were
evaluated. The qualitative variables evaluated were: fresh weight loss, pH, total
titratable acidity, soluble solids content, ratio and staining. A completely randomized
design was used in a 6x4 factorial scheme, with six treatments and four storage periods
(0, 2, 4 and 6), with three replications. Initially, analysis of variance and regression
analysis were performed. It was found that pH influenced the efficiency of ozonated
water in the control of undesirable microorganisms in strawberries during storage. As
regards the physico-chemical quality of strawberries, ozonated water was able to delay

the loss of fresh mass, maintain pH levels, total soluble solids, titratable total acidity,
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ratio and color variables. To evaluate the efficiency of the ozonated water at different
concentrations and with an immersion time of 7.5 min, strawberries were divided into
three lots: 0zone gas dissolved in water at a concentration of 45 mg L™ and bubbled for
40 min, ozone gas dissolved in water at a concentration of 20 mg L™, and lastly the last
batch was not subjected to immersion in ozonated water. The strawberries were then
stored in a cold room at 5 °C. The fruits were analyzed on the day of ozonation (zero
time) and every three days until day nine of storage. The stages of microbiological
analysis and physical-chemical quality of the strawberries were identical to those of the
first experiment. A completely randomized design was used in a 3x4 factorial scheme,
with three treatments and four storage periods (0, 3, 6 and 9), with three replications.
Initially, analysis of variance and regression analysis were performed. The ozonated
water was efficient in the control of microorganisms, especially with regard to aerobic
mesophiles. Regarding the physico-chemical quality of the stored strawberries, the
ozonated water did not significantly affect the loss of fresh mass, pH, total soluble
solids, total titratable acidity, ratio and color variables. It was concluded from the results
obtained in the two experiments that the use of ozonated water can become a promising
method in the control of microorganisms and in the maintenance of the physico-

chemical quality of stored strawberries.

Keywords: Ozone; Pathogenic microorganisms; Deteriorating microorganisms;

Qualitative changes.

XXiil



1. INTRODUCAO GERAL

A producdo de morango é de aproximadamente 4,52 milhdes de toneladas,
segundo dados da FAO (2014). Sendo que o Brasil contribui com uma producdo de
aproximadamente 133.000 toneladas (EMATER, 2011). A producéo no Brasil distribui-
se principalmente nos estados de Minas Gerais, S0 Paulo, Rio Grande do Sul, Parand,
Espirito Santo e Distrito Federal. Destacando-se como uma das principais culturas
olericolas no contexto social e econémico do Distrito Federal, com uma &rea cultivada
de aproximadamente 6.500 hectares/ano (FALCAO, 2012).

Um dos principais problemas hoje no cultivo do morangueiro é 0 uso
indiscriminado 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 a saude humana e animal. 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). Esses fatores
tem elevado a insatisfacdo dos consumidores quanto a qualidade final dos produtos in
natura, o que provoca uma demanda crescente por produtos isentos de residuos
quimicos, insetos e microrganismos, e que agradem ao paladar.

O morango, junto com o pimentdo e o pepino, lidera o ranking dos alimentos
mais contaminados, com a presenca de residuos de agroquimicos, acima do limite
maximo permitido (OSHITA, 2012). E consumido predominantemente in natura, mas
uma consideravel quantidade é utilizada na industria. Dentre os tratamentos que Sao
aplicados a morangos in natura um dos principais e mais utilizados é o cloro e seus
derivados; este é utilizado como agente sanificante, com o objetivo de garantir a
conservacao e a sanitizacdo do produto até a chegada ao consumidor. Atualmente o
cloro e seus derivados sdo os mais utilizados na higienizagéo das frutas e hortaligas. No
entanto, as principais desvantagens do processo de sanitizacdo com cloro é a formagéo
de subprodutos quimicos mutagénicos em agua e em alimentos (PRESTES, 2007;
LAZAROVA et al., 1999; SILVA et al., 2011). Neste contexto, surge um agente
sanitizante alternativo para uso em alimentos: o gas ozonio.

O ozbnio € uma forma alotropica de oxigénio; formado por uma molécula

instavel da adicdo de um atomo de oxigénio a molécula diatbmica de oxigénio (O,). Os



primeiros experimentos com 0z6nio em alimentos comecgaram no inicio do século XX
na Europa, onde seu uso se intensificou e se destacou mais na sanitizacdo de aguas
pluviais e como um método alternativo a clora¢do. Desde 1982 é reconhecido com uma
substancia segura, e, alguns anos mais tarde, a utilizacdo deste gas como aditivo direto
em alimentos foi permitido pela FDA; o que possibilitou seu uso como agente
antimicrobiano no tratamento e etapas de processamento como sanitizante em
alimentos, destacando-se cada vez mais as pesquisas com este gas (RIDEAL, 1920;
GRAHAM, 1997; KIM et al., 1999a; GUZEL-SEYDIM et al., 2004; FDA, 2013).

O ozbnio tem sido estudado como tecnologia alternativa ao cloro e possui um
amplo espectro de acdo, atuando sobre virus, bactérias, fungos, leveduras e formas
esporuladas (KIM et al., 1999b; KHADRE et al., 2001b; GUZEL-SEYDIM et al., 2004;
AGUAYO et al., 2006; OZTEKIN et al., 2006; WHANGCHAI et al., 2006;
ALENCAR, 2009). Mesmo existindo diversos trabalhos utilizando o gas 0z6nio como
sanitizante em alimentos é necessario um estudo mais aprimorado em estabelecer a
eficiéncia da dose utilizada, o tempo de exposicdo e o0s custos de
implantacdo/manutencdo do sistema de producdo, visando garantir a pureza
microbioldgica e a manutencao das caracteristicas fisico-quimicas.

Diante do exposto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficicia ao se utilizar
agua ozonizada em diferentes condi¢des no controle de microrganismos em morango e

efeito na qualidade fisico-quimica durante o armazenamento.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1  Morango (Fragaria x ananassa Duch.)

2.1.1 Botanica do Morangueiro

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) é uma planta dicotileddnea,
herbacea, estolonifera, perene, rasteira e pertence a familia das Rosaceas, que inclui
grande numero de espécies de clima temperado. O género Fragaria foi proposto por
Linneu em 1754, reunindo um grupo de plantas bastante varidveis quanto a
funcionalidade e a estruturacdo (QUEIROZ-VOLTAN et al., 1996; RONQUE, 1998).

O morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) é um hibrido resultante das
espécies americanas F. chiloensis, F. virginiana, oriundas da América do Norte e do
Chile. No século X1V, ambas eram plantadas lado a lado em jardins europeus, com
finalidade ornamental e medicinal. O cruzamento entre essas duas espécies deu origem
a Fragaria x ananassa Duch., ocorrido, provavelmente nas proximidades de Brest, na
Franca, por volta de 1750. O hibrido resultante do cruzamento apresentou boas
caracteristicas em tamanho, cor e odor. Tornou-se assim o progenitor do morango que é
cultivado até hoje, sendo a principal espécie e com maior importancia econémica. Sua
exploracdo comercial deu-se no inicio do século XIX (SANTOS, 1999; TOLEDO,
2003; CASTRO, 2004).

Segundo Lemaitre & Linden (1968) foram caracterizados, morfologicamente,
quarenta cultivares de morangueiro da Bélgica e de paises vizinhos, de diversos tipos e
aspectos, constituindo critérios basicos de identificacdo dessas cultivares. Foram
realizados estudos taxonémicos por Staudt em 1962 e 1989, onde foram tipificadas as
espécies conhecidas do género Fragaria (QUEIROZ-VOLTAN et al., 1996).

O sistema radicular é composto pelas raizes primarias e secundarias; sendo que
as raizes secundarias sdo constantemente renovadas a cada vez que morrem e podem
atingir de 50 a 60 cm de profundidade. O sistema radicular € fasciculado e origina-se da
coroa, além de apresentar a caracteristica de crescerem principalmente nas épocas de
dias curtos, dias em que a radiaco solar é menor que 12 horas. E necessario utilizar
cobertura plastica para elevar a temperatura do solo em épocas e regides mais frias,
favorecendo assim o crescimento radicular e o controle de doencas (RONQUE, 1998;
SANHUENZA et al., 2005).



As flores do morangueiro geralmente sdo hipoginicas e andrdgenas, mas em
algumas cultivares as flores podem ser unissexuais. As inflorescéncias encontram-se
agrupadas, apresentam um pedudnculo floral que é ereto e se curva ap6s a polinizagéo na
formacdo do fruto. Apds a fecundacdo os oOvulos transformam-se em aquénios,
estimulando o engrossamento do receptaculo, botanicamente denominado de
pseudofruto ou infrutescéncia, ou seja, a parte comestivel que chamamos de morango; ja
a parte do morango que popularmente é considerada como semente sdo 0s verdadeiros
frutos, botanicamente denominados de aquénios (HENNION et al., 1997; DUARTE
FILHO et al., 1999; RESENDE et al., 1999; SANHUENZA et al., 2005).

2.1.2 Produgao

A producdo do morangueiro (Fragaria x ananassa Duch.) se destaca em vérias
regibes do planeta, sendo sua maior predominancia em regides de clima temperado,
como o Hemisfério Norte, cujo pais com a maior producdo mundial, com cerca de 1,37
milhGes de toneladas em 2012, foi os Estados Unidos. Segundo dados da FAO (2014), a
producdo mundial de morango no ano de 2012 foi de aproximadamente 4,52 milhdes de
toneladas. No Brasil, a producdo total de morango alcancada, em 2012, foi de
aproximadamente 133 mil toneladas, ocupando uma area de aproximadamente 3.700
hectares. Cinco estados se destacam na producéo brasileira de morango: Minas Gerais,
Sao Paulo, Rio Grande do Sul, Parana, Espirito Santo e Distrito Federal. Minas Gerais
se destaca como maior produtor, sendo responsavel por mais da metade da producéo
nacional, com 55% (RONQUE, 1998; SPECHT, 2009).

A cultura do morangueiro comecgou a desenvolver-se economicamente no Brasil
no final da década de 1950, em Minas Gerais, onde foi se adaptando a diversos climas e
solos até chegar ao Distrito Federal na década de 1960, através de produtores de origem
japonesa vindos de Sdo Paulo, que obtiveram relativo sucesso devido a altitude da
regido, cerca de 1.000 m acima do nivel do mar, e condicdes climaticas favoraveis, com
temperaturas mais altas no ver&o e inverno ameno e seco (FALCAO, 2008; HENZ,
2010). Uma das principais atividades agricolas realizadas no Distrito Federal é a
olericultura, cuja area cultivada é de aproximadamente 6.500 hectares/ano, composta
em grande parte por pequenos agricultores. O morango é uma das principais culturas no
contexto social e econdmico do Distrito Federal, pois & uma olericola que possui um
alto valor agregado e gera muita mao de obra. A produgdo de morango no DF no ano de
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2011 foi de aproximadamente 6,5 mil toneladas (EMATER-DF, 2011; FALCAO,
2012). Segundo Lopes et al., (2005), quando novas cultivares e técnicas foram
introduzidas no Distrito Federal houve um aumento de producdo e qualidade dos
morangos, que permitiu a cultura do morangueiro tornar-se uma alternativa econémica
atraente para aqueles que queriam produzir na regiao.

De maneira similar, Franquez (2008), relata que a introducéo de novas cultivares
nessas regides produtoras do Brasil permitiu 0 aumento da producdo e, consequéncia
deste fator, tornaram o0 morangueiro uma cultura economicamente expressiva. As
ultimas cultivares dos Programas de Melhoramento do Brasil foram registradas em
1999, tais como: 'Campinas’ (IAC 2712), 'Guarani' (IAC 5074), 'Monte Alegre' (IAC
3113), 'Princesa Isabel' (IAC 5277) pertencentes ao IAC; e, 'Santa Clara’, 'Konvoy-
Cascata’, 'Vila Nova" pertencentes a Embrapa. Atualmente no Brasil as principais
cultivares utilizadas sdo de programas de melhoramento de outros paises, o que faz do
Brasil dependente e vulneravel neste setor (OLIVEIRA e BONOW, 2012).

Antunes e Peres (2013) relatam que a cultivar Portola ¢ ideal para o consumo in
natura. Essa cultivar € adaptada a Costa Central e Sul da Califdrnia, pois € originaria da
Universidade da California, resultado do cruzamento de Camino Real x Ventana. Possui
fruto de cor semelhante a Ventana, forma conica curta, coloracdo de polpa também
semelhante a Ventana; época de colheita semelhante & Camarosa e Camino Real. Planta
com vigor semelhante ao Camino Real, pois tem alto rendimento e mais compacto do
gue Ventana; moderadamente resistente a oidio, antracnose, podriddo da coroa e murcha
de Verticillium, porém, moderadamente suscetivel a Phytophthora podridao da coroa, e
da mancha comum; tolerancia condicional ao &caro rajado. A variedade Portola é uma
cultivar de dia neutro muito produtivo em funcéo do alto potencial de floracédo e da boa
capacidade produtiva nos meses de verdo. Por ter uma alta inflorescéncia e grande
quantidade de frutos, deve-se tomar cuidado quanto a nutricdo, pois exige uma
adubacdo mais equilibrada, tendo o cuidado para ndo estimular uma planta mais
vegetativa e 0s problemas com doencas provocados pelo excesso de nitrogénio.

Segundo Carvalho et al. (2012), a cultivar Portola possui qualidade superior a
variedades de dias neutros como San Andreas, Monterey e Aromas, além de apresentar
concentracdo de sélidos sollveis, teor de acidez desejavel em torno de 0,8%, além de
uma otima relacdo SST/ATT e coloracéo vermelha mais intensa.



2.1.3 Valor Nutricional

Os morangos contém fibras, carboidratos, proteinas, acUcares, minerais,
vitaminas, além de ser uma rica fonte de compostos fitoquimicos, como os polifenoides,
que atuam como agentes antioxidantes. Seus frutos sao atrativos para o consumidor por
apresentarem caracteristicas proprias tais como cor, brilho, sabor, textura e odor. Os
frutos do morangueiro também se destacam por possuirem fontes de compostos
bioativos tais como: vitamina C, folato e compostos fenolicos; outras vitaminas também
séo encontradas: tiamina, riboflavina, niacina, vitamina K, vitamina B6, Vitamina A e
Vitamina E. Dentre esses fatores o morango € considerado atraente por tais
caracteristicas sensoriais e por sua composi¢do nutricional (Tabela 1) (HENRIQUES et
al., 2004; FRANCO, 2002; PROTEGGENTE et al., 2002; GIAMPIERI et al., 2012).

A principal classe dos Polifendides € representada pelos flavonoides,
especialmente as antocianinas e antocianidinas que apresentam efeitos positivos a satde
humana, agem no combate aos radicais livres gerados pelo metabolismo celular e
produzem antioxidantes que protegem o corac¢do, auxiliando na cicatrizacdo, evitando a
oxidacdo das células, ajudando assim na absorc¢do de ferro e na resisténcia aos processos
infecciosos (SANHUENZA et al., 2005; FREEMAN, 2011).

Tabela 1 — Composi¢do nutricional média do morango (g/100g)

Nutriente/Componente Teor em 100 g/Mateéria Fresca

Energia (Kcal) 32
Carboidratos (g) 7,4
Vitamina C (mg) 64
Minerais (g) 0,4
Fibras (g) 1,7

Antocianinas (mg) 15a60
Agua (g) 92

Fonte: Adaptado de Sanhueza et al., 2005.

A principal forma de consumo do morango é in natura, mas uma consideravel
guantidade é utilizada na industria no prepara de certos produtos (SEERAM et al, 2006;
CALVETE et al, 2008). Deve-se garantir manejo adequado durante todas as fases de
producdo, desde o cultivo, colheita, transporte e o armazenamento, com intuito de
reduzir perdas e alcancar melhor aceitacdo pelo consumidor (ZAMBOLIM e COSTA,
2005; HENZ et al., 2008).



A maior parte da producdo de morango € obtida pelo cultivo convencional. Em
torno de 97% da producdo total da regido do Distrito Federal é feita neste sistema
(ANTUNES e PERES, 2013). O sistema convencional é baseado principalmente no uso
de agroquimicos para o controle de pragas e doencas, que pode provocar a reducdo da
qualidade do fruto e de possivel presenca de residuos quimicos que apresentam risco a
salide do consumidor (EMATER, 2011).

2.1.4 Contaminacdo dos morangos

As frutas do morangueiro séo altamente pereciveis devido ao alto teor de dgua
em sua composicdo quimica. E importante conhecer e utilizar de maneira correta as
praticas adequadas de manuseio durante as fases de colheita, pds-colheita,
armazenamento, transporte, distribuicdo, comercializagdo e consumo, para que o tempo
de conservacdo seja maximizado e ocorra reducdo das perdas pés-colheita mantendo
frutas e hortalicas conservadas para um tempo maior de consumo (FREITAS-SILVA et
al., 2013; COELHO et al., 2015).

Em relacdo ao sistema de cultivo organico no Brasil, estima-se que apenas pouco
mais de 1% da producédo total de morango seja nesse sistema. Sequndo a EMATER-DF,
no Distrito Federal em 2013, o sistema de cultivo organico do morangueiro alcangou
uma producéo de 98,5 toneladas, representando 1,5% do total da produgdo de morango
do DF (ANTUNES, 2013). O consumo in natura de morango organico estd
comprometido pela suscetibilidade dos frutos a contaminacdo microbiol6gica. As
praticas de manejo inadequadas, manipulacdo dos frutos sem um devido controle, o uso
de matéria organica sem os devidos processos de compostagem entre outros fatores, tem
permitido a contaminacdo dos frutos de morango por patdgenos que, ao serem
consumidos, causam infec¢bes e danos a salde humana (BOLLEN, 1985; OSHITA,
2012).

Deve-se levar em consideracdo 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).
Por isso ha uma grande importancia nas etapas da cadeia produtiva, em que se deve
priorizar a conservacdo das propriedades fisico-quimicas dos frutos armazenados, tais
como pH, acidez total titulavel, coloracdo e solidos soluveis, além de controlado e/ou
inibido o desenvolvimento de microrganismos patogénicos e deteriorantes, que
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comprometem a sanidade do produto. A vida de prateleira do morango é limitada, entre
cinco e sete dias, devido especialmente a alta atividade microbiana e respiratoria
(AGUAYO et al., 2006; NASCIMENTO e SILVA, 2010).

Diante desses fatos, € necessaria a ado¢do 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 deterioragdo. E possivel uma reducdo de até 90% da carga microbiana, adotando
lavagem com agua corrente, porém nao € suficiente para tornar o alimento seguro. Em
funcdo disso, é fundamental a etapa de sanificacdo com a utilizacdo de agentes que
sejam eficientes na inativagdo dos microrganismos (BEUCHAT et al., 1998). Dentre as
propriedades desejadas para um sanificante, destacam-se: possuir largo espectro
antimicrobiano; ser de facil uso; ndo possuir propriedades toxicas e irritantes; ser
economicamente viavel (LELIEVELD et al., 2003).

Atualmente o cloro e derivados sdo muito utilizados na higienizagéo das frutas e
hortalicas, sendo aceito pela legislacdo brasileira. Os compostos clorados possuem
algumas desvantagens no tratamento de &gua e na inddstria de alimentos, pois este
processo pode conduzir a formacdo de compostos organoclorados, trihalometanos e
acidos haloacéticos, que sdo mutagénicos, toxicos e carcinogénicos em &gua, em
alimentos e/ou superficies de contato (LAZAROVA et al., 1999; PRESTES, 2007
SILVA et al., 2011). Em alguns paises da Europa, como Alemanha, Holanda,
Dinamarca, Suica e Bélgica, o uso de cloro em alimentos frescos foi proibido
(NASCIMENTO e SILVA, 2010). 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 € o gas ozonio.

2.2 0Ozbnio

2.2.1 Historico

De acordo com o livro "Ozone™ de 1920 do fisico-quimico E. K. Rideal, que faz
0 primeiro panorama historico das pesquisas com 0zonio, os primeiros relatos do 0zonio
surgiram na Holanda. Em 1783 um cientista holandés chamado Martin Van Marum

evidenciou que o ar submetido a uma série de faiscas elétricas em sua maquina



eletrostatica adquiria um forte odor caracteristico. De maneira similar, Cruickshank em
1801 demonstrou que o gas produzido pela decomposicao eletrolitica de &cidos diluidos
em certas condi¢des, possuia certo odor semelhante ao demonstrado por Martin Van
Marum. Esses dois pesquisadores nao elucidaram e ndo foram a fundo sobre a origem
de tal substancia, apenas evidenciaram os resultados de suas experiéncias. Em 1840 o
fisico alemdo Schonbein elucidou que o cheiro caracteristico do oxigénio em descargas
elétricas e eletrolise na verdade era um novo gas, que foi nomeado por ele de "ozone",
palavra derivado do grego “olev”, ozein — que significa “cheiro” (RIDEAL, 1920).

Bequerel e Freny foram os primeiros a demonstrar que o oxigénio poderia ser
convertido em ozoénio. Utilizaram um experimento simples: um tubo de descargas
elétricas contendo oxigénio (O,) para geracdo de 0z6nio (Os); com a adi¢do de solucdo
de lodeto de Potassio (KI) o ozonio era consumido na medida em que era formado
(RIDEAL, 1920; OLIVEIRA e WOSCH, 2012).

Pesquisas sobre as propriedades oxidantes do ozénio foram conduzidas por Hunt
em 1848, o que Ihe permitiu postular que a estrutura molecular do 0z6nio é formada por
um triangulo triatdmico de oxigénio, uma forma alotropica de O,. O primeiro gerador
de ozénio propriamente dito, foi desenvolvido por Werner von Siemens na Alemanha
em 1857, baseado no efeito corona — descarga elétrica produzida pela ionizacdo de um
fluido nas redondezas de um condutor. Em 1888 a primeira patente foi emitida por
Fewson nos Estados Unidos, que tinha por finalidade remover odores provenientes de
esgotos (RIDEAL, 1920; GRAHAM, 1997; NOVAK e YUAN, 2007).

Um dos primeiros usos do 0z6nio como sanitizante foi com o tratamento de
agua, onde o primeiro experimento com essa finalidade foi instalado em 1893 na
Holanda e posteriormente em 1906 comecaram os estudos na Universidade de Sorbonne
em Paris, Franca. Estudos com este novo composto comegaram com 0 quimico Marius
Paul Otto, que evidenciou em sua tese, “Recherches sur [’ozone” — Pesquisas em
Ozbnio, a acdo antimicrobiana do 0zonio e deu inicio a sua utilizacdo em estacOes de
tratamento de &gua e esgoto em 1907, criando a “Compagnie des Eaux et de I’Ozone”
(CEO) — Companhia de Agua e de Ozbnio. O 0z6nio j4 era utilizado em mais de 100
estacOes de tratamento na Franga em 1936 e em 40 diferentes lugares do mundo. Em
escala comercial, no tratamento de &gua, o ozo6nio foi instalado em 1940 nos Estados
Unidos (RIDEAL, 1920; GRAHAM, 1997; NOVAK e YUAN, 2007).

A ozonizagdo como sanitizante j& é uma tecnologia que vem sendo desenvolvida

desde meados do século XX. Como exemplo temos a desinfec¢do de agua na Franca ha
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mais de 100 anos. Em pouco mais de um século diversas areas do conhecimento
adotaram pesquisas com 0z6nio. Na conservagdo de alimentos o ozonio foi utilizado
pela primeira vez em 1909, em camaras frias de estocagem de carne, que aquela época
ndo atingiu grandes propor¢fes como uma agente conservante devido seu custo inicial
comparado com outros produtos mais baratos como, por exemplo, o cloro
(CHIATTONE et al., 2008). Em 1972 utilizam o oz6nio para o tratamento de aguas
residuais na Alemanha. Ja em 1977 na Rdssia 0 uso do 0zdnio como agente microbicida
em alimentos tornou-se evidente, utilizaram-se do gas para reduzir Salmonella em ovos
com casca. No Brasil, os primeiros experimentos com o0zénio comecaram em 1983,
segundo Dalsasso (1999), quando surgiu a necessidade de algumas estacOes de
tratamento de &gua buscar formas alternativas para o tratamento, substituindo métodos
convencionais como pré-cloracdo e pré-aeracdo de aguas superficiais (SANTOS, 2008).

O ozbnio foi declarado como uma substancia segura (GRAS — "Generally
Reconined as Safe"), pelo FDA (Food and Drug Administration) em 1982, sendo seu
uso permitido apenas como sanificante para agua engarrafada. Alguns anos mais tarde a
utilizacdo do ozbdnio como aditivo direto em alimentos foi permitido pelo FDA;
possibilitando assim o uso do ozbénio como agente antimicrobiano no tratamento,
armazenamento e etapas de processamento de alimentos (GRAHAM, 1997; KIM et al.,
1999a; SOPHER et al., 2002; GUZEL-SEYDIM et al., 2004; FDA, 2013).

Atualmente essa tecnologia tem sido destinada para diversos fins, tais como:
tratamento de &guas de piscinas, sanitizacdo de recipientes de agua, alimentos, plantas,
equipamentos, conservacdo de frutas e hortaligas, etc. Outras areas do conhecimento
como a medicina, ttm comecado a adotar o uso do 0zénio na chamada ozonioterapia,
em diversas pesquisas referentes a salide humana (MENDEZ et al., 2003; GUZEL-
SEYDIM et al., 2004; SOUSA et al., 2008; JUNIOR e LAGES; 2012).

2.2.2 Propriedades fisico-quimicas do Ozonio

O ozobnio (O3), ou oxigénio triatdmico, € uma molécula instavel formada pela
adicdo de um atomo de oxigénio a molécula diatbmica de oxigénio (O,), que pode ser
produzido naturalmente como resultado de relampagos ou radiagdo ultravioleta (KIM et
al., 1999a). Sinteticamente, a nivel industrial, 0 gas ozonio é gerado pelo método de

descarga elétrica no gas oxigénio, conhecido como descarga por efeito corona, 0 mesmo
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utilizado no primeiro equipamento criado por Siemens em 1857 (GLAZE, 1987;
BALAKRISHNAN et al., 2002; RUBIN, M.B, 2003; OLIVEIRA e WOSCH, 2012).

O efeito corona, na geracdo de ozbnio, consiste na passagem de gas contendo
oxigénio puro ou outras misturas de ar, atraves de alta energia em descarga elétrica.
Moleéculas de oxigénio sdo dissociadas e produzindo radicais livres altamente reativos,
que ao reagir com outras moléculas de oxigénio formam o ozénio (O3), como indicado
na Figura 1 (TRAMBARULO et al., 1953; KIM et al., 1999a; NOVAK e YUAN,
2007).

O

O O
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Figura 1 — Mecanismo de formacéo do Ozdnio (O3) a partir de moléculas de Oxigénio (Oy).
Fonte: Elaborado pelo autor.

O gés ozbnio possui um elevado potencial oxidativo que o destaca como um
6timo sanitizante em alimentos. Esse potencial oxidativo é o terceiro mais poderoso
encontrado na natureza, a nivel comercial é o segundo, ficando atras apenas do flior. O
potencial oxidativo do ozbnio é de aproximadamente 2,07 mV, enquanto o do flGor
consiste de aproximadamente 3,06 mV. J& o cloro utilizado na sanitizagdo de alimentos
possui um potencial de aproximadamente 1,36 mV (KIM et al., 1999a; GUZEL-
SEYDIM et al., 2004; MAHMOUND e FREIRE, 2007). Este elevado poder de
oxidacdo do ozdnio confere uma elevada capacidade na desinfecgdo e esterilizacdo de
alimentos, com um menor tempo de contato e menores concentragcfes, tornando o uso

do 0zdnio como um sanitizante potencial na inddstria.

11



Tabela 2 — Diferentes agentes oxidantes e 0s respectivos potenciais de oxidagao

Agente Oxidante Potencial de Oxidacdo (mV)
Fluor 3,06
Ozbnio 2,07
Peroxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,67
Dioxido de cloro 1,5
Hipoclorito 1,49
Cloro 1,36

Fonte: Manley et al., 1967 apud Glzel-Seydim et al., 2004
2.2.3 Caracteristicas do Oz6nio em meio aquoso

O oz6nio é um gas instdvel, possui um tempo de meia vida curto
(aproximadamente 20 min em agua a 20°C), é parcialmente solivel em agua e, assim
como a maioria dos gases, aumenta sua solubilidade a medida que a temperatura
decresce (KIM et al., 1999a; WYSOK et al., 2006). Essa solubilidade do oz6nio em
meio aquoso dependera do contetdo de matéria organica no meio, pois quanto menor a
concentracdo de matéria organica, maior serd o tempo de meia vida do 0zénio em agua
(GRAHAM, 1997; KIM et al., 1999b).

Tabela 3 — Solubilidade do gas 0zdnio em meio aquoso de acordo com a temperatura

Temperatura (°C) Solubilidade L O3/ L H,O
0 0,640
15 0,456
27 0,270
40 0,112
60 0

Fonte: Rideal, 1920; Guzel-Seydim et al., 2004; Wysok et al., 2006.

A decomposicdo do 0z6nio em meio aquoso € caracterizada por uma rapida
diminuicdo da concentracdo inicial, com uma fase posterior na qual a concentragdo de
ozonio diminui segundo uma cinética de primeira ordem, sendo que os radicais
hidroxila (OH) sdo os principais produtos desta decomposicdo (KIM et al., 2003;
ALMEIDA et al., 2004). O ozbnio pode reagir com compostos organicos em solucéo

aquosa atraves da reacao direta: o préprio 0zénio molecular atua; e, da reacao indireta:
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envolve reacdes com os radicais hidroxila (OH), formados da decomposi¢do do 0z6nio
em meio aquoso, descritos acima. Essa reacdo indireta ndo é seletiva, pois ela é capaz de
promover um ataque a compostos organicos 10°-10° vezes mais réapido que alguns
agentes oxidantes como, por exemplo, o H,O, e o préprio ozénio. Predominantemente
processos de desinfeccdo ocorrem via ozonio molecular, j& processos de oxidacao
podem ocorrer tanto por meio do ozonio molecular, via direta, como dos radicais
hidroxila, via indireta (ALMEIDA et al., 2004; DI BERNADO e DANTAS, 2005;
SILVA et al., 2011).

Outro fator importante que leva a rapida decomposicdo do 0z6nio em meio
aquoso e a formacdo de radicais hidroxila (OH), assim como outros compostos
oxidantes com distintas reatividades, sdo ambientes que apresentam altos niveis de pH.
As alteracdes na eficiéncia do processo de desinfeccdo, quando hd uma representativa
variacdo no pH do meio, relacionam-se com mudancas na taxa de decomposicdo do
ozonio (KIM et al., 2003; DI BERNADO e DANTAS, 2005). Segundo Kim et al.,
(1998), a estabilidade do 0z6nio em &gua decresce quando o pH do meio aumenta;
quando esse pH € superior a 8,0 praticamente metade do o0z6nio introduzido é
decomposto em varias formas intermediarias de oxigénio, num periodo de 10 min (KIM
et al., 2003; WY SOK et al., 2006).

A potencialidade do ozbdnio na inddstria alimenticia é grande e chama a atencéo.
O ozbnio é um dos mais potentes sanitizantes na esterilizacdo de bactérias em
alimentos. As vantagens da utilizacdo do 0zonio na indudstria alimenticia sdo grandes,
pois descarta a necessidade de manipulacdo, armazenamento (é produzido in loco) ou de
recipientes de produtos quimicos, ndo gerando residuos, pois sua autodecomposicao é
rapida convertendo-se em oxigénio, ndo deixando residuos nos alimentos tratados (KIM
etal., 1999a; NAITO e TAKAHARA, 2006; GIORDANO, 2009).

2.2.4 Seguranca do Trabalho na aplicacdo do Ozo6nio

Na aplicagcdo do oz6nio deve-se ter cuidado especial quanto ao local em que o
gas serd injetado, pois 0 0zonio em altas concentracfes € um gas toxico ao homem e aos
animais, sendo o primeiro alvo o trato respiratério (HOOF, 1982; GUZEL-SEYDIM et
al., 2004). O uso de um sistema seguro € de importancia primaria na aplicagdo do

0zOnio na industria de alimentos. S&o essenciais sistemas de deteccdo e destruicdo do
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géas ozOnio para a seguranca dos trabalhadores. E necessario a instalacdo no local de
ozonizagdo um detector com célula ajustada para medicdo da concentracdo do gas na
faixa entre 0,01 e 100 ppm; além disso, outro equipamento essencial é o destruidor
térmico ou catalitico de ozonio que deve ser instalado com a finalidade de acelerar a
decomposicédo do ozonio residual na saida do sistema (DAMEZ et al., 1991; KHADRE
etal., 2001a).

Vale ressaltar que essa toxidade do ozénio desaparece quando este se decompde
em oxigénio. No Brasil, a exposicao ao gas 0zonio segue a determinacdo do Ministério
do Trabalho e Emprego por meio da Norma Regulamentadora N° 15 (NR 15), aprovada
pela Portaria N° 3.214/78, que disponibiliza os limites de toleréncia do oz6nio (descrito
como Ozona na norma), em atividades/operagdes que o trabalhador podera ficar
exposto; diversos institutos (Tabela 4) realizaram estudos referentes aos niveis de
exposicdo ao gas ozonio. O limite do gas para trabalhos de até 48 horas semanais é de
0,08 ppm ou 0,16 mg/m® (BRASIL, 1978).

Tabela 4 — Referéncia dos Niveis de Exposi¢do para Oz6nio

Concentracéo Tempo de exposicdo para
Instituicdo maxima permitida 0 ser humano em ar

(ppm) no ar ozonizado
Food and Drug Administration 0,05 8 hs
(FDA)
Occupational Safety and Health 0,10 8 hs
Administration (OSHA)
National Institute of Occupational 0,10 Permanente
Safety and Health (NIOSH)
Environmental Protection Agency 0,08 8 hs
(EPA)
Ministério do Trabalho e Emprego 0,08 48/semana

(Brasil) — Portaria 3214/78

Fonte: Gongalves, 20009.
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2.2.5 0Ozonizagdo como alternativa a Cloracédo na Sanitizacdo do morango

Segundo White (1999), a desinfeccdo é o processo em que se usa um agente
quimico ou fisico, com o objetivo de eliminar os microrganismos patogénicos presentes
na agua, o que vale para os produtos de origem vegetal, evitando a sintese de proteinas,
de &cidos nucleicos e coenzimas. De acordo com o mesmo autor, os desinfetantes
devem destruir os organismos patogénicos, ndo devem ser tOXicos aos seres humanos e
animais domésticos, além de ndo causar alteragdes no produto, serem de baixo custo,
oferecerem condicOes seguras de transporte, aplicacdo, armazenamento e manuseio
(BORGES e GUIMARAES, 2002).

Diversos tipos de sanitizantes estdo disponiveis hoje no mercado, porém a
eficiéncia e seguranca de cada um destes produtos dependem de varidveis como:
microrganismos alvo, caracteristicas intrinsecas de cada alimento que seré sanitizado,
tempo de exposicao, pH, temperatura e concentracao utilizada desse sanitizante (KIM et
al., 1999a; FREITAS-SILVA et al., 2013; COELHO et al., 2015).

Um dos sanitizantes mais utilizados hoje na inddstria é o cloro, sendo este um
produto de facil aplicacdo, possui baixo custo e um amplo espectro de agdo microbiana.
Além disso, o cloro foi um importante sanitizante na descontaminacdo de agua do
século XX e, antes de sua descoberta, milhares de pessoas morriam todos os anos por
utilizarem agua contaminada. Porém, desde meados de 1975, os compostos colorados
vém sofrendo restricbes em sua utilizagdo. Nos Estados Unidos, por exemplo, o
interesse pelo processo de ozonizagdo no tratamento de aguas deu inicio apds a
identificacdo dos compostos halogenados que sdo gerados a partir do processo de
sanitizacdo utilizando a cloracdo (RICE et al., 1981; RICHARDSON, 2003; SILVA et
al., 2011).

O ozbnio pode ser vantajoso em fungdo da remocdo de um ndmero maior de
microrganismos, como Virus e cistos de protozoarios. Ao contrario do cloro, o 0zénio
ndo forma compostos organicos halogenados quando usado como desinfetante de agua
contendo matéria organica natural. Estudos recentes mostram que o uso de certos
desinfetantes em altas concentracGes esta contribuindo para o surgimento de
microrganismos resistentes a desinfeccdo (LAZAROVA, 1999; DANIEL, 2001,
SILVEIRA, 2004; SILVA, 2011).
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Uma comparagdo entre os processos de cloracdo e de ozonizacgdo referentes a
seguranga, sanitizacdo, residual tdxico, formacdo de subprodutos e investimentos,

encontra-se na Tabela 5, proposta por Lazarova (1999).

Tabela 5 — Comparacdo das caracteristicas dos processos de cloragdo e ozonizacao. -,
nenhum; +, baixo; ++, médio; +++, alto

Caracteristicas Cloracao Ozonizagéo
Seguranga + ++
Remocao de Bacteérias ++ ++
Remocéo de Virus + ++
Remocdo de Protozoarios - ++
Residual Toxico +++ +
Subprodutos +++ +
Custos Operacionais + ++
Custos de Investimento ++ 4+

Fonte: Lazarova et al., (1999) apud Silva et al., (2011).

Em relacdo aos subprodutos, € demonstrado que no processo de ozonizacdo ha
baixa formacdo destes compostos em relacdo a cloracdo, mas essa formacdo de
subprodutos diz respeito a dgua que apresenta ion brometo, que leva a formacdo de
subprodutos bromados na utilizacdo com ozénio (RICHARDSON et al., 2000; DI
BERNADO e DANTAS, 2005; SILVA et al., 2011). Quando ndo ha a presenca de tais
compostos pode-se dizer que os subprodutos da ozonizagdo € nulo, pois sua

autodecomposicao é o préprio oxigénio, que torna a ozonizacdo uma tecnologia limpa.

2.2.6 Analise Econdmica

Em relacdo ao custo de implantacdo de um sistema gerador de 0z6nio devem-se
fazer estudos do custo de aquisicdo do equipamento juntamente com as diferentes
estruturas de custos, divididos em custos fixos e custos variaveis. Custos fixos, aqueles
que nao dependem do nivel de producdo da unidade, como o custo de oportunidade do
capital e a depreciagdo do gerador de o0z6nio. Os custos variaveis, aqueles que
dependem diretamente do nivel de producdo da unidade, ou seja, o custo da energia
elétrica e da degradagdo do produto armazenado (BUARQUE, 1991; PEREIRA, 2006).
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2.3  Qualidade Microbiologica de morangos

As préticas inadequadas de manejo do morangueiro podem ser responsaveis por
diversos tipos de contaminacdes, tais praticas como: manipulagdo dos frutos sem um
devido controle, o uso de matéria organica sem os devidos processos de compostagem,
entre outros, tem permitido que os patdgenos penetrem na epiderme dos frutos do
morango podendo causar danos a saude do consumidor (BOLLEN, 1985; OSHITA,
2012). Outra forma de contaminacdo é o uso de agua de irrigacdo ndo tratada, que tende
a favorecer o desenvolvimento de potentes microrganismos contaminantes. O contexto
pode se tornar pior se a manipulagdo na colheita e antes da comercializacdo nao for
precedida de algum processo de lavagem, sanitizacdo e refrigeracdo. Para garantir
morangos de boa qualidade é fundamental que as pessoas envolvidas nesta atividade
adotem boas praticas agricolas e de producdo, evitando o numero de enfermidades
transmitidas pelos alimentos (MATTOS, 2004; VANETTI, 2007; ALCANTARA,
2009).

Esses cuidados e as boas praticas sdo de extrema importancia e devem
acompanhar toda a cadeia produtiva, desde a colheita, 0 armazenamento, transporte,
recepcdo e processamento, pois a perda de qualidade ocorre de modo cumulativo
(KOKKINAKIS e FRAGKIADAKIS, 2007).

Vale ressaltar que, no caso dos alimentos minimamente processados, apds a
etapa de higienizacdo ndo ha aplicacdo de nenhum outro tratamento posterior que
assegure a inativacdo e/ou eliminacdo ou reducdo no numero de microrganismos
presente na matéria-prima ou incorporados durante o processamento (MORETTI,
2007).

A higienizacdo corresponde a duas etapas basicas: primeiramente a limpeza, que
consiste na operacdo de remocdo de terra, residuos de alimentos e/ou equipamentos e
ambiente e substancias indesejaveis; e, como segunda etapa, desinfeccdo ou sanitizacao,
correspondente a operacéo de reducdo, por método fisico ou agente quimico, do nimero
de microrganismos a um nivel que ndo comprometa a segurancga do alimento (BRASIL,
2002).

Ha trés formas de classificarmos os microrganismos presentes nos alimentos: 1)
microrganismos deteriorantes — s@o aqueles capazes de produzir alteragcdes quimicas
prejudiciais causando deterioragdo microbiana e modificagdo das caracteristicas

organolépticas; 2) microrganismos patogénicos — € um risco a satde humana e animal e
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podem afetar homens e animais; geralmente a presenca deste patégeno é um indicador
de condigdes insatisfatorias de sanidade nas diferentes etapas agricolas; 3)
microrganismos benéficos — s@o aqueles que junto aos alimentos produzem alteragdes
benéficas, transformando as caracteristicas e obtendo como resultado um novo
alimento; podemos encontrar exemplos destes microrganismos na fabricagcdo de vinho,
cerveja, queijo, pées, etc. (FRANCO e LANDGRAF, 2008).

A sanitizacdo tem uma importante contribuicdo para o aumento da vida de
prateleira do produto, pois possibilita a reducdo e/ou eliminacdo da contagem
microbiana presente e potencialmente nociva, seja deterioradora ou patogénica
(FERNANDES, 2013).

No caso de frutas minimamente processadas, a etapa de sanitizacdo tem como
finalidade minimizacdo da deterioracdo e da proliferacdo de patégenos, além da
contribuicdo para manutencdo da qualidade do produto. Sendo assim, é extremamente
importante o processo de sanitizacdo, pois as etapas seguintes no processamento Sao
ineficientes para redugéo ou eliminagdo dos microrganismos presentes (OIE et al., 2008;
OLMEZ e KRETZSCHMAR, 2009; FERNANDES, 2013).

2.3.1 Microrganismos de Interesse

Um dos indicadores na avaliacdo da qualidade microbiolégica dos alimentos € a
contagem de microrganismos do grupo dos coliformes que, além do fator de indicador,
contém cepas patogénicas que produzem doencas no ser humano e nos animais
(FRANCO e LANDGRAF, 2008). Os coliformes pertencem a familia
Enterobacteriaceae, sdo bactérias em formas de bastonetes, Gram negativas e, ndo
produzem esporos. Os g@éneros que compdem esse grupo sdo: Escherichia,
Enterobacter, Citrobacter e Klebsiella, dos quais somente Escherichia coli tem como
habitat primario o trato intestinal, sendo que 0s outros géneros estdo presentes no ar,
poeira, solo e nos alimentos. Elevadas contagens destes microrganismos em alimentos
nos diferentes processos de produgdo podem indicar falhas na higiene e riscos sanitarios
(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

gas. Incluem algumas cepas de Enterobacter e Klebsiella, sendo as mais importantes as
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do género Escherichia, que indica contaminacéo fecal (SIQUEIRA, 1997; SILVA et al.,
2007).

Escherichia coli é considerada a espécie dominante estando entre 0s
microrganismos anaerobios facultativos que comumente fermentam lactose com
producdo de 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 no homem infec¢fes gastrointestinais,
tais como diarreia, célicas intestinais e hemorragicas (OFFIT e MOSER, 2009; YANG
e WANG, 2014).

Outro género de interesse nesta pesquisa € Salmonella que sdo bactérias
bacilares Gram negativas, anaerdbias facultativas, ndo formadoras de esporos e
intracelulares. E um dos agentes mais relevantes de doencas transmitidas por alimentos
(FRANCO e LANDGRAF, 2008). Existem relatos com relacdo a surtos de Salmonella
spp. em diversos alimentos. Muitas espécies sdo resistentes em condigdes adversas
permanecendo inativas por muito tempo até que as condi¢bes sejam favoraveis
novamente. Segundo o relatorio 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 zoondtica mais frequente nos EUA, sendo a S. enteritidis
e S. typhimurium os sorotipos mais associados as doencas humanas (FERNANDEZ et
al., 2013). Um grande quantitativo de frutas e vegetais frescos tem sido associado a
infeccdes por Salmonella spp. nos ultimos anos, como a alface, brotos de sementes,
meldo, tomate, pimenta e manjericio (HEATON e JONES, 2008; BERGER et al.,
2010).

Embora o consumo de morango apresente uma demanda ascendente, também
aumentam as preocupac6es sobre a seguranca microbiologica. Conforme 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).

Em relacdo aos fitopatdgenos fangicos que causam podriddo nos frutos do
morangueiro em pos-colheita no Brasil, 0os que possuem maior destaque sdo: Botrytis
cinerea, Rhizopus stolonifer e espécies de Colletotricum; ha algumas espécies que sdo
relatadas com menor frequéncia, dentre elas: Phytophthora spp., Sclerotinia

sclerotiorum, Pestalotia longisetula, Gnominia Comari e Alternaria spp. (COSTA et
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al., 2003; DIAS et al.,, 2005; ZAMBOLIM e COSTA, 2006; HENZ et al., 2008;
LOPES, 2011).

Colletotrichum é um género que possui diferentes espécies que provocam
doencas no morango, entre elas as trés principais, que podem causar podridao nas frutas
e na coroa do morango sdo: C. gloesporoides, C. fragariae e C. gloeosporioides
(MAAS, 1984). E o agente causal de uma das mais importantes doengas do morango, a
Antracnose, que provoca danos no caule, folhas, estoldes, flores e frutos. Comumente,
especies de Colletotrichum séo classificadas com base na morfologia conidial, presenca
de acévulos, producio de apressorio e planta hospedeira de origem. E muito comum que
a doenga inicie o desenvolvimento na fase de cultivo, mas os sintomas ndo aparecem
antes do amadurecimento das frutas. Em morangos, a espécie C. acutatum gera extensas
perdas na producdo dos frutos; além disso, € considerado o segundo patdgeno mais
relevante seguido por Botrytis cinerea em termos de impactos econdmicos, que vem se
espalhando em todo o mundo, através de material vegetativo (ALVAREZ e
NISHIJIMA, 1987; SREENIVASAPRASAD e TALHINHAS, 2005; LIU et al., 2007;
CALLEJA etal., 2013).

Agente causal da doenca conhecida como mofo cinzento. Este género abrange
principalmente flores e frutos, porém pode provocar tombamento em plantulas, manchas
foliares e apodrecimento de brotos, bulbos, rizomas, tubérculos e raizes (TOFOLI et al.,
2011). B. cinerea Pers. é a espécie registrada no cultivo de morango. A contaminacao
pode ocorrer na flor e permanecer em repouso até a maturacdo dos frutos, a partir de
entdo se inicia a multiplicacdo acelerada deste fungo, causando deterioracdo das frutas
(KOVACH et al., 2000). Este bolor se desenvolve e dissemina-se até em condigdes de
refrigeracdo, ja que a germinacdo de conidios e o crescimento micelial pode ocorrer a
temperaturas menores que 0 ° C (DORBY e LICHTER, 2007; LAHLALLI et al., 2007).
No Brasil, é considerada a doenca mais importante em p6s-colheita de morango (REIS e
COSTA, 2011). Podem provocar perdas significativas durante o transporte e
comercializacdo (CEPONIS et al., 1987).

Segundo Lopes (2011), Cladosporium spp., Penicillium spp. e Mucor spp. sdo
descritos como causadores de podriddes em frutos de morango (MAAS et al., 1998;
FRAIRE-CORDEIRO et al., 2003). Entretanto estes fungos nao séo relatados em frutos
de morango no pais, mesmo sendo citados como patdgenos em diversas culturas. O
primeiro relato desses microrganismos causando podriddo em frutos de morango no

Brasil é descrito por Lopes (2011).
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Rhizopus stolonifer é considerada a espécie mais importantes deste género, e
uma das principais doencgas na pés-colheita de morango. Embora a doenga nao 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 manuseio dos frutos. Os sintomas iniciais sao a alteracdo da cor, o
amolecimento do fruto e o escorrimento dos fluidos. Devido a grande variedade de
hospedeiros que R. stolonifer pode infectar e sua rdpida penetracdo e colonizagéo,
tornou-se um importante alvo de controle na fase de campo (KLIMATI et al., 1997;
CSC e CMCC, 2003; FRANCO e LANDGRAF, 2008; ZHANG et al., 2010).

Os frutos podem ser infectados em todos os estagios de desenvolvimento,
provocando uma descoloracdo acastanhada. Numa fase posterior, quando o fruto esta
maduro, as areas afetadas sofrem uma depressao. Além disso, em condi¢fes de elevada
umidade apresentam crescimento de mofo branco fino na superficie do fruto
(MADDEN et al., 1991; KLIMATI et al., 1997). Odor e sabor desagradaveis sdo
sintomas evidentes do apodrecimento gerado por Phytophthora. Os frutos maduros
infectados tém um gosto amargo e desagradavel, que pode ser sentido até mesmo em
compotas e geleias (JELEN et al., 2005; REIS e COSTA, 2011).

Séo fungos predominantemente unicelulares ndo homogéneos. Reproduzem-se
vegetativamente por meio de brotamento das células e menos frequentemente por fissdo
celular. Essa caracteristica confere as leveduras a capacidade de se reproduzirem
rapidamente sob condi¢cdes anaerdbias em ambientes liquidos, o que ajuda na dispersao
das células. As leveduras se multiplicam mais lentamente do que as bactérias, ndo
competindo bem em ambientes que permitam o desenvolvimento bacteriano, ja que
precisam de menos umidade do que as bactérias, e de pH acido. Existem diversos tipos
de leveduras que sobrevivem nos alimentos, entretanto 0s géneros mais comuns nas
frutas sdo: Sacharomyces, Hanseniaspora, Pichia, Rodotorula, Kloechera e
Cryptococcus (WILEY, 1997; TANIWAKI e SILVA, 2001; FRANCO e LANDGRAF,
2008).

No manejo das doencas do morangueiro a estratégia mais utilizada ¢é a aplicacdo
de fungicidas. Sendo que este manejo das doengas tem como consequéncia um aumento
dos custos de producéo, risco de intoxicacdo dos trabalhadores, contaminacdo do meio
ambiente e 0 risco da resisténcia genética de alguns desses microrganismos.
Consumidores e produtores estdo buscando produtos que diminuam impactos

ambientais, livres de residuos quimicos e que podem ser empregados por pequenos,
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médios e grandes produtores (ZAMBOLIM, 1990; MAAS, 1998; COSTA et al., 2003;
DIAS et al., 2005).

O gés oz6nio apresenta-se neste cendrio como uma alternativa no controle de
microrganismos da cultura do morangueiro, inativando microrganismos e mantendo as
qualidades fisioldgicas dos frutos no armazenamento. E importante salientar o potencial
desta tecnologia para a producdo de morangos organicos, pois o sistema de produgéo
dos orgénicos ndo permite a utilizacdo de produtos quimicos no controle de pragas e
doencgas. O ozdnio pode se tornar uma solucao, ja que é uma tecnologia limpa e que nédo
gera residuo. Porém, devido a alta capacidade oxidativa do ozénio, é necessario avaliar
a qualidade fisico-quimica dos frutos durante o armazenamento. Além de atuar no
controle de microrganismos, o gas 0zénio ndo pode alterar as qualidades organolépticas
dos frutos, pois, é essencial que o produto final destinado a industria e, principalmente,
o fruto in natura destinado ao consumidor seja seguro no aspecto da seguranca

alimentar, e que tenha boa qualidade.

2.4  Parametros utilizados na avaliacdo da qualidade fisico-quimica

A qualidade dos frutos e vegetais € uma combinacdo de atributos que
determinam o seu valor como alimento, tais como: a aparéncia visual — frescor, cor,
defeitos, doencas, etc.; textura — firmeza, suculéncia, integridade dos tecidos; gosto —
sabor, cheiro; valor nutritivo — teor em vitaminas, minerais e fibras; seguranca —
auséncia de residuos quimicos e contaminagdo microbiana (SZCZESNIAK, 2002).

A qualidade no morango é definida como um conjunto de atributos fisicos e
quimicos, em que a aparéncia do produto, firmeza, sabor e valor nutricional sdo
importantes e atrativos para o consumidor. Estes atributos fisicos e quimicos na
qualidade do morango estdo relacionados com solidos soltveis totais, pH, acidez,
compostos bioativos, compostos fendlicos e acido ascorbico, que vao influenciar no
sabor e cor do fruto (COSTA, 2009).

2.4.1 Solidos Soluveis Totais

Os solidos soluveis Totais (SST) sdo compostos soliveis em agua encarregados

de fornecer a quantidade de substancias solidas que se encontram presentes na polpa das
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frutas. S&o responsaveis pelo sabor, sendo constituido por agucares, principalmente
sacarose, frutose e glicose. Geralmente é feito com o objetivo de se ter um valor
estimado da quantidade desses agUcares presentes nos frutos, através de refratbmetro,
que também podem estar presentes, em menor volume, pectinas, fendlicos, vitaminas,
sais, acidos e aminoacidos e acidos organicos (CHITARRA, 1999; LUCENA, 2006).

Entre os diversos componentes da fruta, os solidos soluveis totais (representados
pelo °Brix) desempenham um papel primordial para a sua qualidade, podendo atuar
como um indicador de colheita — se foi adequada ou ndo. A quantidade de solidos
solGveis totais no morango varia segundo o estagio de maturacéo, tendendo a elevar-se
conforme aumentam os dias de armazenamento (SHAW, 1990; MONTERO et al.,
1996).

Os teores de solidos soluveis variam bastante entre as diversas cultivares de
morango, além da influéncia de fatores climaticos (SILVA, 2011). Cunha Junior et al.
(2012) encontraram valores médios na cultivar Oso Grande em torno de 7,2 °Brix.
Segundo os autores Shamaila et al. (1992), encontraram, dentre cinco diferentes
cultivares de morango, valores entre 7,7 e 9,7 °Brix. Entretanto, Montero et al. (1996),
encontraram valores que variaram de 4,5 a 15 °Brix, trabalhando com a cultivar
Chandler.

2.4.2 Acidez Total Titulavel

Os dois métodos geralmente mais utilizados para medir a acidez de frutos sdo a
acidez total titulavel (ATT) e o potencial hidrogeniénico (pH), sendo que a acidez total
titulavel, mensurado por titulometria, representa todos 0s grupamentos acidos
encontrados — 4&cidos organicos livres, na forma de sais e compostos fendlicos. O
conteddo desses acidos organicos diminui com o amadurecimento na maioria dos frutos
devido a utilizagdo destes no ciclo de Krebs, na consequente transformacéo em aglcares
durante o processo respiratorio (CHITARRA, 1999; LUCENA, 2006).

2.4.3 pH

O potencial hidrogeniénico (pH) é importante para a avaliagdo de deterioracéo
presente no alimento, tais como: o crescimento de microrganismos, atividade das
enzimas, retencao de sabor e odor dos produtos (KRAMER, 1973; LUCENA, 2006).
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2.4.4 Relagdo Sélidos Soluveis Totais e Acidez Total Titulavel (SST/ATT)

Ratio — relagdo entre os valores de solidos sollveis totais e acidez total
titulavel (SST/ATT) é uma relacdo que avalia representativamente o sabor de frutos,
demonstra o equilibrio entre os teores de acUcares e acidez presente, apresentando-se
como uma avaliacdo mais refinada do sabor de frutos do que a medicéo isolada dessas
caracteristicas. O sabor doce do fruto esta relacionado com a relacdo SST/ATT, porque
quanto maior a relagcdo entre esses dois fatores, maior sera o grau de dogura do fruto
(CHITARRA e CHITARRA, 2005; SILVA, 2011).

Segundo os autores, Chitarra e Chitarra (2005), os acUcares sollveis presente
nas frutas, de forma livre ou combinada, sdo responsaveis por caracteristicas como:
docura; flavor — balanco entre os acidos; cor atrativa; e, textura — polissacarideos
estruturais. Um dos principais componentes solUveis dos morangos e que atuam como
fontes de energia para transformac@es metabodlicas sdo os aclcares; estes aglcares, com
0 avanc¢o da maturacdo tém seus teores elevados, e isso se da principalmente a hidrolise
de carboidratos de reserva acumulados durante o crescimento do fruto ainda na planta, o
que resultard na producdo de acUcares soluveis totais (WILLS et al., 1998; SILVA,
2011).

2.5 Oz06nio como Sanitizante em morango

A maioria dos microrganismos fitopatogénicos e contaminantes alimentares séo
suscetiveis aos efeitos do 0z6nio, onde ele atua na oxidacdo das membranas celulares
(KIM et al.,, 1999a; KHADRE et al., 2001a). O géas ozbnio é um forte agente
antimicrobiano que pode atuar na inativacdo ou inibicdo do desenvolvimento de fungos
potencialmente aflatoxigénicos, como dos géneros: Fusarium, Geotrichum,
Myrothecium e Mucor, etc (RAILA et al., 2006; WU et al., 2006; ZOTTI et al., 2008;
ALENCAR et al., 2013), alem de possuir um amplo espectro de agéo, atuando sobre
virus, bactérias, fungos ja citados, leveduras e formas esporuladas (KIM et al., 1999b;
KHADRE et al., 2001a; GUZEL-SEYDIM et al., 2004; AGUAYO et al., 2006;
OZTEKIN et al., 2006; WHANGCHAI et al., 2006; ALENCAR, 2009; OSKAN et al.,
2011). Dentre as especies de bactérias patogénicas que apresentaram sensibilidade ao
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gas ozobnio, tem-se Listeria monocytogenes, Escherichia coli 0157:H7, Bacillus cereus e
Samonella spp (KHADRE et al., 2001a; STEENSTRUP e FLOROS, 2004; AKBAS et
al., 2008; PATIL etal., 2010; TORLAK et al., 2013).

A inativacdo de microrganismos pelo ozonio € atribuida, principalmente, a
ruptura do envoltorio celular e posterior dispersao dos constituintes citoplasmaticos, ou
seja, a inativacdo por completo da célula (KIM et al., 1999a; KHADRE et al., 2001a;
CULLEN et al., 2009). De acordo com Victorin (1992), existem dois mecanismos do
0zO6nio na destruicdo de biomoléculas: no primeiro mecanismo, 0 0zonio oxida grupos
sulfidrila e aminoacidos de enzimas, proteinas e peptideos; no segundo mecanismo,
ocorre a acdo do gas como agente oxidante de &cidos graxos poli-insaturados a
peroxiacidos. Essa capacidade do oz6nio de inativar ou inibir o desenvolvimento dos
microrganismos € fundamental sob o ponto de vista de seguranca do alimento, pois
pode representar uma forma de controle de diferentes espécies de microrganismos,
especialmente os patogénicos.

H& poucos relatos no Brasil da utilizacdo de aplicacdo do gas o0z6nio como
sanificante na conservacao de morangos, mesmo tendo diversos trabalhos na literatura
sobre a ozonizacdo como tecnologia atuante na preservacdo de alimentos. Em um
trabalho realizado por Ponce et al. (2010), foi observado o efeito do gas 0z6nio como
sanificante, avaliando-se a qualidade fisico-quimica e microbioldgica de morangos
tratados com ozénio. Essa avaliacdo usou somente uma combinacdo de concentracdo do
gas e periodo de ozonizagdo. Foi adotada uma concentracdo de 50 ppm e um periodo de
exposi¢do de 60 minutos. Diante disso, sdo necessarios mais estudos onde se adotem
diferentes combinacdes de concentracdo do gas e diferentes periodos de ozonizagdo. Ha
também a importdncia de estudar a viabilidade do uso da agua ozonizada na
conservacao dos frutos em diferentes condi¢bes de armazenamento.

A eficécia do ozbnio como sanitizante é bem evidenciada e seu papel como um
potente oxidante j& € conhecido desde o inicio do seculo XX com as estacdes de
tratamento de agua na Franca; entretanto, devido a facilidade e o prego mais acessivel,
0s produtos clorados tomaram conta do cenario mundial, pois no comego do século, o
interesse pelos produtos clorados foi desencadeado pela Primeira Guerra Mundial
(RIDEAL,1920; CHIATTONE et al., 2008). Além disso, a producdo do gas ozonio era
uma tecnologia cara devido a alta demanda energética. Contudo nesta década, o 0z6nio
adquiriu novamente importdncia no cenario mundial, quando a busca por

sustentabilidade e tecnologias que agridem menos 0 meio ambiente e a salde humana
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tém se tornado prioridades. O uso sustentavel da dgua € o maior exemplo e o0 0zénio,
devido as suas caracteristicas, torna-se uma 6tima alternativa para um problema que
cresce cada vez mais: o uso racional da agua.

Sdo muitas as utilizagcdes concebiveis da agua ozonizada no processo de pos-
colheita do morango, assim como de outras frutas e hortalicas, incluindo tratamentos
para controlar infeccbes de patdgenos e 0s seus propagulos nos vegetais, saneamento de
agua em sistemas de lavagem, tanques de descarga ou canais, ou saneamento das
superficies de equipamentos e de embalagens. Segundo Sopher et al. (2002), as
principais empresas embaladoras de macés no estado de Ohio nos EUA tém substituido
0 uso do cloro pela aplicagdo de ozonio, aumentando o controle de microrganismos e
um reaproveitamento racional da agua. Uma dessas empresas instalou um sistema de
tratamento com ozdnio na agua que melhorou as operacGes, além de conseguirem
economizar mais de 12 mil litros de agua por semana, ja que a agua é reutilizada e nédo
substituida diariamente.

Diante de tudo que foi exposto, é de extrema importancia realizar estudos com
agua ozonizada como um sanitizante alternativo para o controle de microrganismos
deteriorantes e patogénicos em pos-colheita de morango, sugerindo condicGes para este

processo e avaliando os parametros fisico-quimicos durante o armazenamento.
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INFLUENCIA DO PH NA EFICACIA DA AGUA OZONIZADA NO CONTROLE
DE MICORGANISMOS E EFEITO NA QUALIDADE FISICO-QUIMICA EM
MORANGO ARMAZENADO

RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar a influéncia do pH na eficacia da 4gua ozonizada
para inativacdo de microrganismos na pos-colheita de morango, além de avaliar
possiveis efeitos na qualidade fisico-quimica durante o armazenamento. Utilizaram-se
morangos da variedade "Portola”, adquiridos de um produtor da regido administrativa
de Brazlandia — Distrito Federal. Para avaliar a influéncia do pH na &gua ozonizada, os
morangos foram divididos em seis lotes, trés lotes em que o gas ozonio foi dissolvido na
4gua na concentracdo de 21 mg L™ por 15 min de borbulhamento e trés lotes em que
ndo foi ozonizada, correspondendo aos tratamentos: dgua destilada ozonizada com pH
3,0 e concentragdo de 0z6nio na agua de 0,11 mg L™, 4gua destilada ozonizada com pH
6,5 e concentracdo de 0zonio na 4gua de 0,08 mg L™, 4gua destilada ozonizada com pH
8,7 e concentracdo de 0zonio na 4gua de 0,04 mg L™; os outros trés tratamentos foram
testemunhas, agua destilada com pH 3,0, 6,5 e 8,7. Para se chegar ao valor de pH 3,0
utilizou-se &cido citrico e para o valor de pH 8,7 utilizou-se bicabornato de sédio, o pH
6,5 ndo foi alterado. O tempo de imersdo em todos os tratamentos foi de 5 min. Apés
essa etapa os morangos foram armazenados em camara fria a 5 °C por 6 dias. As
analises dos frutos foram realizadas no dia da ozonizacdo (tempo zero) e a cada dois
dias até o sexto dia de armazenamento. Na etapa microbioldgica foi avaliada a presenca
de Salmonella spp., coliformes totais, E. coli, bolores e leveduras e aerébios mesofilos,
todos expressos em log (UFC g™). As variaveis qualitativas avaliadas foram: perda de
massa fresca, pH, acidez total titulavel, teor de sélidos soltveis, relacdo SST/ATT e
coloracdo. Adotou-se Delineamento Inteiramente Casualizado em esquema fatorial 6x4,
sendo seis tratamentos e quatro periodos de armazenamento (0, 2, 4 e 6), com trés
repeticGes. Inicialmente realizou-se andlise de variancia e posteriormente anélise de
regressao. Verificou-se que o pH influenciou a eficiéncia da agua ozonizada no controle
de microrganismos indesejaveis em morangos durante 0o armazenamento. No que se
refere a qualidade fisico-quimica dos morangos, a 4gua ozonizada foi capaz de retardar
a perda de massa fresca, manter os niveis de pH, sélidos solUveis totais, acidez total

titulavel, relacdo SST/ATT e das varidveis referentes a cor. Concluiu-se que a utilizagao
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de agua ozonizada na manutencdo de morango armazenado e na inddstria alimenticia
pode ser uma alternativa promissora.

Palavras-chave: Oz6nio; Microrganismos deteriorantes; Microrganismos patogénicos;
Alteracoes qualitativas.
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PH INFLUENCE ON THE EFFICACY OF OZONIZED WATER IN THE CONTROL
OF MICORGANISMS AND EFFECT ON THE PHYSICAL-CHEMICAL QUALITY
IN STRAWBERRY STORAGE

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the influence of pH on the efficacy of
ozonated water for inactivation of microorganisms in strawberry post-harvest, and to
evaluate possible effects on the physical-chemical quality during storage. Strawberries
of the "Portola" variety, purchased from a producer in the administrative region of
Brazlandia - Distrito Federal, were used. To assess the influence of pH on ozonated
water, strawberries were divided into six batches, three batches in which the ozone gas
was dissolved in the water at a concentration of 21 mg L™ for 15 min of bubbling and
three batches in which it was not ozonated , Corresponding to the treatments: ozonized
distilled water with pH 3.0 and ozone concentration in water of 0.11 mg L™, ozonated
distilled water with pH 6.5 and ozone concentration in water of 0.08 mg L™, ozonated
distilled water with pH 8.7 and ozone concentration in the water of 0.04 mg L™; the
other three treatments were controls, distilled water with pH 3.0, 6.5 and 8.7. In order to
reach pH 3.0, citric acid was used and sodium bicarbonate was used for pH 8.7, pH 6.5
was not altered. The immersion time in all treatments was 5 min. After this stage the
strawberries were stored in a cold room at 5 °C for 6 days. The fruits were analyzed on
the day of ozonation (zero time) and every two days until the sixth day of storage. In the
microbiological stage, the presence of Salmonella spp., Total coliforms, E. coli, molds
and yeasts and aerobic mesophiles, all expressed in log (UFC g™), were evaluated. The
qualitative variables evaluated were: fresh weight loss, pH, total titratable acidity,
soluble solids content, ratio and staining. A completely randomized design was used in
a 6x4 factorial scheme, with six treatments and four storage periods (0, 2, 4 and 6), with
three replications. Initially, analysis of variance and regression analysis were performed.
It was found that pH influenced the efficiency of ozonated water in the control of
undesirable microorganisms in strawberries during storage. As regards the physico-
chemical quality of strawberries, ozonated water was able to delay the loss of fresh
mass, maintain pH levels, total soluble solids, titratable total acidity, ratio and color
variables. It was concluded that the use of ozonated water in the maintenance of stored

strawberry and in the food industry can be a promising alternative.
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1.  INTRODUCAO

A producdo mundial de morango no ano de 2012 foi de aproximadamente 4,52
milhGes de toneladas, tendo o Brasil correspondido com uma producdo de 133 mil
toneladas (FAO, 2014). O morango é uma das principais culturas olericolas no contexto
social e econdmico do Distrito Federal, com uma area cultivada de aproximadamente
6.500 hectares/ano (FALCAO, 2012).

Determinadas frutas e hortalicas sdo altamente pereciveis devido ao alto teor de
adgua em sua composicdo quimica, o que faz a poés-colheita fator limitante e
extremamente importante no processo de industrializagdo. E importante conhecer e
utilizar de maneira correta as praticas adequadas de manuseio durante as fases de
colheita, pos-colheita, armazenamento, transporte, distribuicdo, comercializacdo e
consumo, para que o tempo de conservacdo seja maximizado e ocorra reducdo das
perdas pds-colheita mantendo frutas e hortalicas conservadas para um tempo maior de
consumo (FREITAS-SILVA et al., 2013).

O morango destaca-se por ser um produto altamente perecivel no mercado in
natura, requer a utilizacdo de tecnologia adequada para melhor conservacgdo e reducao
de perdas pos-colheita. Os métodos de sanitizacdo sdo utilizados como parte da cadeia
produtiva na conservacdo e sanidade do produto até a chegada 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 sanitiza¢do dos
alimentos, na etapa pos-colheita, entretanto alguns paises da Europa como Holanda,
Alemanha, Dinamarca, Suica e Bélgica o uso de produtos clorados em alimentos frescos
foi proibido. Os compostos clorados possuem algumas desvantagens no tratamento de
agua e na industria de alimentos, pois este processo pode conduzir a formacdo de
compostos organoclorados, trihalometanos e &cidos haloacéticos, que sdo mutagénicos,
toxicos e carcinogénicos em A&gua, em alimentos e/ou superficies de contato
(LAZAROVA et al., 1999; PRESTES, 2007; SILVA et al., 2011).

E essencial o estudo de alternativas ao cloro, que sejam eficientes na inativagio
de microrganismos, que ndo afete as qualidades fisico-quimicas e que nao representem
risco aos consumidores. O ozonizagdo tem sido proposta como alternativa da qualidade
pos-colheita de produtos de origem vegetal. O gas ozonio, forma molecular triatbmica
do oxigénio, foi declarado como uma substancia reconhecidamente segura (GRAS —

"Generally Reconined as Safe"), pelo FDA (Food and Drug Administration) em 1982,
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sendo seu uso permitido apenas como sanificante para agua engarrafada. Alguns anos
mais tarde, em 2001, a utilizacdo do ozbnio como aditivo direto em alimentos foi
permitido pelo FDA,; tendo sido amplamente pesquisado e utilizado na industria de
alimentos, tanto como forma de limpeza de superficies como no tratamento da matéria-
prima, assim o uso como agente antimicrobiano no tratamento, armazenamento e etapas
de processamento de alimentos (GRAHAM, 1997; KIM et al., 1999; SOPHER et al.,
2002; GUZEL-SEYDIM et al., 2004; FDA, 2013).

A eficiéncia do gas ozénio como sanitizante é bem evidenciada e seu papel
como um potente oxidante ja é conhecido desde o inicio do século XX com o
tratamento de agua, entretanto, devido a facilidade e o preco mais em conta, os produtos
clorados tomaram conta do cenario mundial, pois, no comec¢o do século, a producéo do
gas ozonio era uma tecnologia cara devido a alta demanda energética. Contudo, nestes
ultimos anos, o0 0zonio adquiriu novamente importancia no cenario mundial, quando a
busca por sustentabilidade e tecnologias que agridem menos 0 meio ambiente e a salde
humana tém se tornado prioridades. O uso sustentavel da dgua € o maior exemplo e,
devido as caracteristicas do o0zénio — possuir um alto poder oxidativo e ndo deixar
residuos — torna-se uma Gtima alternativa para um problema que cresce cada vez mais: 0
uso racional da agua.

Sao muitas as utilizacBes da adgua ozonizada no processo de pds-colheita do
morango, assim como de outras frutas e hortalicas, incluindo tratamentos para controlar
infeccBes de patdgenos e 0s seus propagulos nos vegetais, saneamento de agua em
sistemas de lavagem, tanques de descarga ou canais, saneamento das superficies de
equipamentos além de embalagens. Entretanto, a ozonizacdo da &gua vai depender de
diversos fatores, tais como: cinética de decomposi¢cdo em meio aquoso, teor de matéria
organica na agua, temperatura da agua e principalmente o pH do meio. As alteracGes na
eficiéncia do processo de desinfec¢do, quando ha uma representativa variagdo no pH do
meio, relacionam-se com mudancas na taxa de decomposi¢cdo do ozonio (KIM et al.,
2003; DI BERNADO e DANTAS, 2005).

Diante do contexto apresentado, objetivou-se com este trabalho avaliar a
influéncia do pH na eficécia da agua ozonizada na inativagdo de microrganismos como
alternativa no processo de sanitizacdo em morangos, além de avaliar possiveis

alteracdes fisico-quimicas ao longo do armazenamento.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Pré-Processamento e
Armazenamento de Produtos Vegetais, no Laboratdrio de Analises de Leite e Derivados
e no Laboratdrio de Andlise de Alimentos, localizados na Faculdade de Agronomia e
Medicina Veterinaria, da Universidade de Brasilia.

2.1 Origem e tratamento prévio das amostras

Os morangos da variedade "Portola” foram adquiridos diretamente de um
produtor da regido administrativa de Brazlandia — Distrito Federal, no dia 09 de agosto
de 2016. Na producdo do morango ndo eram utilizados agroquimicos para o controle de
pragas e doencas. Entretanto, esses morangos nao sdo considerados organicos, pois 0
produtor faz uso de adubacdo quimica, porém é uma adubacao considerada equilibrada
e sem o uso de adubacdo nitrogenada.

Os morangos foram colhidos pela manhd no estadio de maturagdo comercial e
transportados a tarde para o Laboratério de Pré-Processamento e Armazenamento de
Produtos Vegetais, mantidos em refrigeracdo a 5 °C, por um periodo de
aproximadamente 12 horas. Todas as etapas do experimento foram realizadas pela
manh&. Os morangos foram devidamente selecionados, sendo descartados frutos com
lesbes e/ou ferimentos. Na ozonizacdo, utilizaram-se somente frutos sadios, uniformes e

sem defeito.

2.2  Geracdo do gas ozdnio

O gés ozobnio foi obtido por meio de um gerador de oz6nio (Modelo 0&L 5.0
RM) baseado no método de Descarga por Barreira Dielétrica (DBD) — efeito corona.
Este tipo de descarga é produzido ao aplicar uma alta tensdo entre dois eletrodos
paralelos, tendo entre eles um dielétrico (vidro) e um espaco livre por onde flui o ar
seco (Figura 1). Neste espaco livre, é produzida uma descarga em forma de filamentos,
em que sdo gerados elétrons com energia suficiente para produzir a quebra das

moléculas de oxigénio, formando o gas ozodnio (O3).
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No processo de geracdo do ozonio, foi utilizado como insumo oxigénio (O2) com
grau de pureza de aproximadamente 90%, isento de umidade, obtido de concentrador de

oxigénio acoplado ao gerador de ozonio.

Eletrodo de alta ceamr
tensao I || I
Dielétrico
(@] o>
O — 3 OV ~ —— > O3
2 o: 03 %
Concentrador de O»
‘/\( |||| Dielétrico
Eletrodo I
Terra Calor

Figura 1 - Representacdo esquematica do principio de geracdo do gas 0zOnio baseada no
método DBD — Descarga por Barreira Dielétrica. Fonte: Elaborado pelo autor.

2.3  Obtencdo da agua ozonizada

Foi utilizado agua destilada com trés diferentes pH’s:

e pH 3,0 (acido) — adicionou-se acido citrico (p.a) até chegar no valor
desejado;

e pH 6,5 - pH natural da agua;

e pH 8,7 (alcalino) — adicionou-se bicabornato de sodio (p.a) até chegar no
valor desejado.

A medicdo do pH foi realizada com potenciometro Digimed Mod. DM21.

Na obtengdo da agua ozonizada com diferentes pH’s, efetuou-se o
borbulhamento do géas por 15 min na concentragdo de 21 mg L™, vazdo de 1,0 L min™,
na temperatura de 25 °C. Para a 0zonizagdo, as amostras dgua com o diferentes pH’s
foram acondicionadas em recipientes de vidro com capacidade de 1,5 L, dotado de placa

porosa.

2.4  Quantificacdo do ozo6nio dissolvido na agua

A quantificagdo do ozonio dissolvido na agua foi realizada em fotdmetro SAM
CHEMetrics, Modelo 1-2019, com faixa de medic&o de 0,01 a5,0 mg L™.
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2.5 Tratamento dos morangos com agua ozonizada

Os frutos, devidamente selecionados, foram divididos em seis lotes. Cada lote
correspondeu a um tratamento, sendo trés tratamentos com &gua ozonizada e trés
tratamentos com agua ndo ozonizada, nos diferentes pH’s. Os tratamentos foram
identificados da seguinte forma:

o C1 — Agua destilada ozonizada em pH 3,0;
o C2 — Agua destilada ozonizada em pH 6,5;
. C3 — Agua destilada ozonizada em pH 8,7;
. Al — Agua destilada em pH 3,0;
. A2 — Agua destilada em pH 6,5;
. A3 — Agua destilada em pH 8,7.

As concentracdes de ozonio dissolvido na dgua com valores de pH iguais a 3,0,
6,5 e 8,7 foram equivalentes a 0,11, 0,08 e 0,04 mg L™, respectivamente. Incialmente os
frutos foram acondicionados em recipiente de vidro com capacidade de 3,0 L e imersos
em agua ozonizada ou ndo, com os respectivos pH’s. O tempo de imersdo foi de 5 min
para todos os tratamento. Finalizado esse periodo, efetuou-se a drenagem da agua. Em
seguida, os frutos foram acondicionados em embalagens de polietileno retangulares (18
cm x 12 cm), transparentes e identificados de acordo com cada tratamento, com 3
repeticdes. Em cada uma das embalagens foram colocados aproximadamente 100 g de
morango. Armazenaram-se em camara climatica tipo B.O.D. na temperatura de 5+1 °C.

Foram realizadas analises microbiolégicas e fisico-quimicas imediatamente apos
a imersdao dos frutos na dgua ozonizada ou ndo, e a cada dois dias, até seis dias de
armazenamento. Ressalta-se que foram realizadas analises microbioldgicas dos frutos

antes da imersdo em agua 0zonizagao ou nao.
2.6 Analises microbiologicas dos morangos
2.6.1 Preparo das dilui¢Ges seriadas das amostras de morango

Inicialmente 25 g de morangos foram diluidos em 225 mL de dgua peptonada a
0,1% (p/v) devidamente esterilizada, a fim de obter dilui¢ces seriadas para a realizagédo

destas andlises microbioldgicas. A solu¢do com &gua peptonada correspondeu a diluicéo
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de 10" e a partir desta diluicdo foram feitas as diluices 102, 10° e 10 em solucdo
salina 0,85% (NacCl).

Para contagem de bolores e leveduras (YM), aerébios meséfilos (AC) e
coliformes totais e Escherichia coli (EC) utilizou-se o sistema Petrifilm™ (3M
Microbiology, St. Paul, MN, USA), conforme orientacdo do fabricante. Destaca-se que
essa técnica foi testada em morango fresco por Jordano et al. (1995) para esses
microrganismos, sendo obtido resultado satisfatorio. Para a contagem Salmonella spp.,
utilizou-se o protocolo descrito pela Instrugcdo Normativa nimero 62, do Ministério da
Agricultura. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de col6nia por
grama (UFC g™).

2.6.2 Deteccdo de microrganismos utilizando o sistema Petrifilm™
2.6.2.1 Contagem de Coliformes totais e E. coli (Petrifilm™ EC 6404)

Para contagem de Coliformes totais e fecais utilizou-se a diluicdo de 10, e o
Método Oficial AOAC® 991.14, descrito para alimentos, com incubacio de 24h # 2h
para coliformes totais a 35°C + 1°C (AOAC, 2002). Para contagem de E. coli, as
condicdes de incubacdo foram 35 £ 1 °C por 48 + 2h. Os resultados obtidos foram
expressos em Unidade Formadora de Colénia por grama (UFC g™), posteriormente em
log UFC g,

2.6.2.2 Contagem de Aerébios Mesofilos (Petrifilm™ AC)

Na contagem de Aerébios Meséfilos utilizou-se o sistema Petrifilm™ AC, nas
diluicdes de 10° e 10™. A incubagdo das placas seguiu o Método Oficial AOAC®
990.12 — Contagem de Aerobios em Placas de Alimentos, Filme Reidratavel Seco, com
incubacdo por 48h + 3h a 35°C £+ 1°C (AOAC, 2002).

2.6.2.3 Contagem de Bolores e Leveduras (Petrifilm™ YM)

Para contagem de Bolores e Leveduras utilizou-se o sistema Petrifilm™ YM,
nas diluicdes de 10° e 10™. A incubacdo das placas seguiu o Método Oficial AOAC®
997.02 — Contagem de Bolores e Leveduras em Alimentos, com incubacdo de 5 dias a
20°C — 25°C (AOAC, 2002). Os resultados obtidos foram expressos em Unidade
Formadora de Colonia por grama (UFC g), posteriormente em log UFC g™,
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2.6.2.4 Salmonella spp.

A partir da diluicdo de 10" foram transferidos 1 mL para tubos com 10 mL de
caldo selenito cistina (Fluka Analytical) e 0,1 mL para tubos contendo 10 mL de caldo
Rappaport Vassiliadis (Acumedia), os quais foram incubados a 42 + 0,2 °C, durante 24
horas, para o enriquecimento seletivo. A etapa seguinte foi o plagueamento diferencial,
em placas contendo Agar Salmonella Shigella (Acumedia) que foram incubadas a 35 +
2°C, durante 24 horas para confirmar a presenga de Salmonella spp. As placas com
colbnias suspeitas 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 na IN N°.62/2003 (BRASIL, 2003). Os critérios microbioldgicos
adotados foram os contidos na RDC 12/2001 (BRASIL, 2001).

2.7  Avaliacdo da qualidade fisico-quimica dos morangos
2.7.1 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 (2, 4 e 6 dias). A perda de massa foi calculada utilizando-se a Equacéo
1:

Mi—M

Perda de Massa (%) = l_ f 100 Equacéo 1.

2.7.2 Potencial Hidrogénionico (pH)

O pH foi determinado com o potenciémetro Digimed Mod. DM21. Utilizou-se
aproximadamente 10 gramas de amostra triturada e homogeneizada em 100 mL de agua
destilada.
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2.7.3 Acidez Total Titulavel

A andlise de acidez titulavel foi determinada conforme a normas descritas pelo
Instituto Adolfo Lutz (BRASIL, 2008). Utilizou-se aproximadamente 10 gramas de
amostra triturada e homogeneizada em 100 mL de agua destilada. Efetuou-se a titulagcdo
com solucédo de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 N padronizada até o ponto de viragem
equivalente a pH 8,2, utilizando-se potenciometro Digimed Mod. DM21. Os resultados

foram expressos em porcentagem de &cido citrico.
2.7.4 Solidos Solaveis Totais (SST)

Os sdlidos soluveis totais foram determinados no refratdmetro digital Atago

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

2.7.5 Relacdo Solidos Soluveis Totais e Acidez Total Titulavel (SST/ATT)

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

Titulavel foi possivel a obtencdo da relacdo SST/ATT — conhecida também como Ratio.
2.7.6 Coloracdo dos Morangos

A cor do morango foi avaliada usando o colorimetro ColorQuest® XE da
HunterLab. O equipamento foi devidamente calibrado e os valores foram tomados da
polpa dos frutos, realizando-se duas leituras das amostras de cada repeticdo. Foram
obtidos os valores de um sistema de coordenadas Lab Hunter que define a cor em
termos de L, a e b — luminosidade (L); a = verde (-) x vermelho (+); b= azul (-) x
amarelo (+) (FERREIRA et al., 1999).

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

¢ = /(@ +b?) Q).

h = arctang (b/a) (3).

AE = J[(L —Lo)? + (a— ao)? + (b — by)’] (4).
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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 € by séo os valores obtidos no tempo zero.

2.8 Delineamento Experimental

Adotou-se Delineamento Inteiramente Casualizado em Esquema Fatorial 6x4,
sendo seis tratamentos e quatro periodos de armazenamento (0, 2, 4 e 6 dias), com trés
repeticdes. Inicialmente realizou-se analise de variancia e posteriormente analise de
regressdo. Utilizou-se o ASSISTAT 7.7 na analise de variancia e o software SigmaPlot
v. 10 para a obtencdo das equacdes e plotagem dos graficos.
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3. RESULTADOS

Com relacdo a qualidade microbioldgica dos morangos antes da imersdo em
agua ozonizada ou nédo, foram obtidas contagens equivalentes a 6,7 e 5,2 ciclos log, para
aerobios mesofilos e bolores e leveduras, respectivamente. N&o foi detectada a presenca
de Salmonella spp., nem quantificada coliformes totais e E. coli.

Houve diferenca significativa (p<0,01) para contagem de aerobios mesofilos em
decorréncia da interacdo tratamento e periodo de armazenamento de morangos imersos
por 5 minutos em agua ozonizada ou nao com diferentes pH’s. Encontram-se na Figura
2 as curvas referentes & contagem de aerébios meséfilos log (UFC g*) em morangos
submetidos a 4gua ozonizada ou ndo em diferentes pH’s. As equagdes das regressdes
ajustadas e respectivos coeficientes de determinacao referentes a contagem de aerdbios

mesdfilos em morangos imersos em &gua ozonizada e ndo ozonizada estdo na Tabela 1.

A
6,5 ® Testemunha-pH 3,0 B ,
O Testemunha - pH 6,5 o 657 @ pH30-011mgL
6,0 v Testemunha - pH 8,7 5 O pH65-008mgL”’
2 v pH87-004mgL"
— 55
= ‘D 50
b 3)
= L
3 3 45
o)
k) 5’ 4,0
3,5
3,07
- w 004 ‘ ;
0 2 4 6 0 2 4 6
Periodo de armazenamento (dias) Periodo de armazenamento (dias)

Figura 2 — Contagem de aerdbios meséfilos log (UFC g*) em (A) Morangos imersos em
agua com pH modificado (testemunhas) e armazenados a 5 °C. (B): Morangos imersos
em agua ozonizada em diferentes pH’s e armazenados a 5 °C.
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Tabela 1 — Equacdes de regressao ajustadas e respectivos coeficientes de determinacéo
(R?) referentes a contagem de aerdbios meséfilos em morangos imersos ou ndo em agua
ozonizada e armazenados a 5 °C

Tratamento Equacdes de Regressao ajustadas R?
Testemunha — pH 3,0 y'=4,7870 - 0,4614X + 0,0855X?2 0,99
Testemunha — pH 6,5 ¥y =4,8346 - 0,3458X + 0,0982X? 0,99
Testemunha — pH 8,7 y'=4,4116 + 0,2786X - 0,0325X2 0,56
0,11 mg L™ em pH 3,0 y'=4,1050 + 0,0251X - 0,0146X2 0,57
0,08 mg L em pH 6,5 y'=3,9107 - 0,3778X + 0,0810X2 0,98
0,04mg L™ em pH 8,7 = 4,3606 - 0,1543X + 0,0491X2 0,89

Em geral, verificou-se menor contagem de aerdbios mesofilos nos frutos de
morango imersos em agua ozonizada, exceto quando se compararam 0s resultados
obtidos nos frutos imersos em agua ozonizada com pH 8,7, com os relativos resultados
aos frutos imersos em agua ndo ozonizada com o mesmo pH. A maior diferenca
observada no sexto dia de armazenamento foi verificada quando se comparou a
contagem de aerdbios mesofilos nos frutos imersos em agua ozonizada com pH 3,0 (3,7
ciclos log), com o resultado verificado no produto imerso em agua ndo ozonizada com
pH 6,5 (6,3 ciclos log), acarretando diferenga de 2,6 ciclos log. Salienta-se que todos os
tratamentos possibilitaram contagens de aerébios meséfilos inferior a obtida nos frutos
antes imersdo em agua, que foi equivalente a 6,7 ciclos log.

Obteve-se diferenca significativa (p<0,01) em decorréncia da interacdo
tratamento e periodo de armazenamento para a contagem de bolores e leveduras (log
UFC g™) em morangos imersos por 5 min em &gua ozonizada ou n&o com diferentes
pH’s (Figura 3). Na Tabela 2 sdo apresentadas as equacdes das regressdes ajustadas e
respectivos coeficientes de determinacédo referentes a contagem de bolores e leveduras

em morangos imersos em agua ozonizada e ndo ozonizada.
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Figura 3 — Contagem de bolores e leveduras log (UFC g™) (A) Morangos imersos por 5
minutos em agua apenas com pH alterado (testemunhas) e armazenados a 5 °C. (B):
Morangos imersos por 5 minutos em agua ozonizada em diferentes pH’s e armazenados
ab°C.

Tabela 2 — Equacdes de regressao ajustadas e respectivos coeficientes de determinacgéo
(R?) referentes a contagem de bolores e leveduras em morangos imersos ou ndo em agua
ozonizada e armazenados a 5 °C

Tratamento Equacdes de Regressao ajustadas R?
Testemunha — pH 3,0 y =3,7353 + 1,0860X - 0,1465X? 0,99
Testemunha — pH 6,5 y =3,5153 + 0,6249X - 0,0462X? 0,88
Testemunha — pH 8,7 ¥y =3,3037 + 1,1200X - 0,1167X2 0,99

0,11 mg L™ em pH 3,0 y'=3,8119 + 0,1028X 0,95
0,08 mg L™ em pH 6,5 y' = 3,4449 + 0,4735X - 0,0586X2 0,81
0,04 mg L™ em pH 8,7 y' = 3,4653 + 0,5751X - 0,0614X2 0,80

De acordo com os resultados obtidos, a d4gua ozonizada com diferentes pH’s,
possibilitou incremento menos acentuado na contagem de bolores e leveduras nos
frutos, ao longo do armazenamento. Quando se utilizou dgua ozonizada, com pH 6,5,
obteve-se contagem estimada de 4,2 ciclos log, enquanto que para agua ndo ozonizada,
com mesmo pH, o valor estimado foi de 5,4 ciclos log, implicando em diferenca de 1,2
ciclo log. Tendéncia semelhante foi observada para a agua ozonizada com pH’s
equivalentes a 3,0 e 8,7. E importante ressaltar que a imersdo em agua ozonizada ou n&o
foi capaz de reduzir a contagem de bolores e leveduras no inicio do armazenamento.

Obteve-se contagem equivalente a 5,2 ciclos log nos morangos néo tratados, engquanto
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que naqueles imersos em agua ozonizada ou ndo, as contagens permaneceram inferiores
a 4,0 ciclos log.

Salmonella spp. e E. coli ndo foram detectadas nas amostras analisadas,
independentemente do tratamento com agua ozonizada e do periodo de armazenamento.
Com relagdo a contagem de coliformes totais, apesar de presenca em quantidade
expressiva de amostras, os resultados obtidos ndo permitem inferir sobre a capacidade
da agua ozonizada de inativar esse grupo de microrganismos.

Ndo houve diferenca significativa (p>0,05) em decorréncia da interacdo
tratamento e periodo de armazenamento para a variavel percentual de perda de massa
fresca. Porém, verificou-se diferenca significativa (p<0,01) quando se analisaram 0s
tratamentos e os periodos de armazenamento separadamente. Na Figura 4 tem-se a
curva de regressao referente a perda de massa dos morangos em funcdo do periodo de
armazenamento, independentemente dos tratamentos. Decorridos seis dias de

armazenamento, a perda de massa foi de aproximadamente 4,3%.

5 1 ® y=0,0957 +0,9004X - 0,0303X?

R?=0,98

Perda de Massa Fresca (%)
w

0 2 4 6

Periodo de armazenamento (dias)

Figura 4 — Curva de regressao referente a perda de massa fresca (%) em morangos em
funcéo do periodo de armazenamento de morangos imersos ou ndo em agua ozonizada e
armazenados a 5 °C.

E possivel observar na Tabela 3, valores médios da perda de massa fresca, em
cada tratamento. Observa-se que houve diferenca significativa entre os tratamentos
(p<0,01), sendo que o percentual de perda de massa foi maior nos frutos ndo ozonizados
—agua com pH 3,0 e 4gua com pH 8,7 — diferindo significativamente dos tratamentos

com agua ozonizada.
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Tabela 3 — Valores médios e desvio padrdo referentes a perda de massa fresca de
morangos imersos por 5 min em agua ozonizada ou ndo em diferentes pH’s,

armazenados a 5 °C

Tratamento

Perda de Massa Fresca (%)

Testemunha pH 3,0
Testemunha pH 6,5
Testemunha pH 8,7
0,11 mg L™ pH 3,0
0,08 mg L™ pH 6,5
0,04 mg L™ pH 8,7

4,07+2,45a
2,56 +2,17 ab
3,48+2,77a
1,57+1,43b
1,22+0,97Db
133+1,15Db

Médias seguidas pela mesma letra ndo diferem estatisticamente entre si, pelo teste de

Tukey a 5% de probabilidade.

Com relacdo a variavel pH ndo houve diferenca significativa (p>0,05) em

decorréncia da interacdo entre tratamento e periodo de armazenamento. Entretanto, para

o0 periodo de armazenamento, houve diferenca significativa (p<0,01), quando analisado

independentemente da exposi¢cdo ou ndo a agua ozonizada (Figura 5). Observou-se

reducdo do pH ao longo do armazenamento, sendo que os valores obtidos

permaneceram na faixa entre 3,2 e 3,5.

3,6 ® y=34783-0,0706X + 0,0056X?

3,5 1

3,4 1

pH

3,3 1

3,2 1

3,1
0,0

R2=0,74

2 4 6

Periodo de armazenamento (dias)

Figura 5 — Curva de regressdo referente ao pH de morangos submetidos ou ndo a 4gua
ozonizada no periodo de armazenamento.

Obteve-se variacdo significativa em decorréncia da interacdo entre tratamento e

periodo de armazenamento (p<0,01) para as variaveis teor de sélidos soluveis (SST),

60



acidez total titulavel (ATT) e relacdo entre SST e ATT. Na Figura 6 séo apresentadas as
curvas de regressdo referentes ao teor de solidos solUveis totais de morangos que foram
submetidos a 5 min de imersdao em agua ozonizada ou ndo em diferentes pH’s. As
equacOes das regressdes ajustadas e respectivos coeficientes de determinacéo referentes
ao teor de solidos soltuveis em morangos imersos em agua ozonizada e ndo ozonizada
encontram-se na Tabela 4. Enquanto que nos frutos imersos na dgua ozonizada, com 0s
diferentes pH’s, os teores de solidos soluveis totais variaram entre 6,4 ¢ 7,2 °Brix,
naqueles imersos em agua ndo ozonizada com pH 3,0, o valor estimado foi de 4,75

°Brix.

A
B
8,0 -

x P 8,0 -
o 75 =

' X 75
e 70— & -
o 704 w 704
I - © s
O 65 1 . E 65 -
2 601 Y 2 601

o 6
5 ® Testemunha - pH 3,0 >
S 551 O Testemunha - pH 6,5 ‘-g 55 1 ® pH30-011mglL"
2} v Testemunha-pH 8,7 %) O pH6,5-0,08mgL”
8 501 g 50 v pH8,7-004mgL”
° °
g 45 S 45
n
0,04( : - : o.o/. . . .
0 2 4 6 0 2 4 6
Periodo de armazenamento (dias) Periodo de armazenamento (dias)

Figura 6 — Sélidos soluveis totais (°Brix) em (A) morangos imersos em agua apenas
com pH modificado (testemunhas) e armazenados a 5 °C. (B) Morangos imersos em
agua ozonizada em diferentes pH’s e armazenados a 5 °C.

Tabela 4 — Equacdes de regressdo ajustadas e respectivos coeficientes de determinacéo
(R?) referentes ao teor de solidos solUveis totais (°Brix) em morangos imersos ou nao
em &gua ozonizada e armazenados a 5 °C

Tratamento Equacdes de Regressdo ajustadas R2
Testemunha — pH 3,0 ¥ =6,8104 + 0,4969X - 0,1401X? 0,99
Testemunha — pH 6,5 ¥y =6,8629 + 0,0440X - 0,0161X? 0,99
Testemunha — pH 8,7 ¥ =6,8729 + 0,3531X - 0,0807X2 0,56

0,11 mg L™ em pH 3,0 y'=6,8838 - 0,1665X + 0,0307X?2 0,84
0,08 mg L™ em pH 6,5 y'=6,8262 - 0,0119X + 0,0109X2 0,76
0,04 mg L? em pH 8,7 ¥'=6,8896 + 0,2073X - 0,0495X2 0,94
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Encontram-se na Figura 7 as curvas de acidez total titulavel (% de acido citrico)
em morangos imersos por 5 min em agua ozonizada ou ndo com diferentes pH’s e
armazenados a 5 °C. Na Tabela 5 s&o apresentadas as equagOes das regressdes ajustadas
e respectivos coeficientes de determinacdo referentes a acidez titulavel em morangos
imersos em agua ozonizada e ndo ozonizada. Variagdes mais acentuadas foram
verificadas nos frutos imersos em agua ndo ozonizada. Destaca-se, entretanto, que 0s

valores de acidez total titulavel permaneceu superior a 0,80% em todos os tratamentos.

A
B
o) 1,4
) ® Testemunha - pH 3,0 5 14 5
5 O Testemunha-pH 6,5 8 ® pH3,0-0,11mg |-_|
o 1,24 v Testemunha - pH 8,7 5 O pH6,5-0,08 mg LA|
° o 12 v pH87-0,04mgL
o B
8 B
o - S
e 0 - 9 s X 10
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% 0,6 ﬁ 0,6
< 00f ; < 004 : : ,
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Periodo de armazenamento (dias) Periodo de armazenamento (dias)

Figura 7 — Acidez Total Titulavel (% de &cido citrico) em morangos (A) imersos em
agua apenas com pH modificado (testemunhas) e armazenados a 5 °C; e, (B) morangos
imersos em agua ozonizada em diferentes pH’s e armazenados a 5 °C.

Tabela 5 — Equagdes de regressao ajustadas e respectivos coeficientes de determinacgéo
(R?) referentes a acidez total titulavel em morangos imersos ou ndo em agua ozonizada
e armazenados a 5 °C

Tratamento Equacdes de Regressdo ajustadas R2
Testemunha — pH 3,0 y'=0,9814 + 0,0327X - 0,0054X? 0,78
Testemunha — pH 6,5 ¥ =0,9226 - 0,0116X + 0,0043X? 0,76
Testemunha — pH 8,7 y'=0,9536 - 0,0813X + 0,0162X2 0,76

0,11 mg L em pH 3,0 y'=0,9294 + 0,0302X - 0,0037X2 0,21
0,08 mg L™ em pH 6,5 y'=0,9642 + 0,0068X 0,17
0,04 mg L™ em pH 8,7 y'=0,9234 + 0,0495X - 0,0077X? 0,84

As curvas de regressao referentes a relacdo solidos sollveis totais e acidez total
titulavel (SST/ATT) de morangos que foram submetidos a 5 min de imersdo em agua

ozonizada ou ndo em diferentes pH’s ¢ armazenados a 5 °C sdo apresentadas na Figura
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8. Encontram-se, na Tabela 6, as equacOes das regressdes ajustadas e respectivos
coeficientes de determinacgdo referentes a relagdo entre solidos sollveis totais e acidez
total titulavel (SST/ATT) em morangos imersos em agua ozonizada e ndao ozonizada.
Tendéncia mais acentuada de reducdo de SST/ATT foi observada nos frutos imersos em
agua nao ozonizada e com pH 3,0, com valores inferiores a 5,0 no sexto dia de
armazenamento. Todavia, nos frutos imersos em agua ozonizada, nos diferentes pH’s,

os valores de SST/ATT no sexto dia foram superiores a 6,7.

® Testemunha - pH 3,0

A O Testemunha - pH 6,5 B
10 - v Testemunha - pH 8,7 ® pH3,0-011mgL”
10 O pH6,5-0,08mgL"
9 v v pH87-004mglL”

SST/ATT
SST/ATT

oL

0 2 4 6 0 2 4 6
Periodo de armazenamento (dias) Periodo de armazenamento (dias)

Figura 8 — Relacdo soélidos solUveis totais e acidez total titulavel (SST/ATT) em
morangos (A) imersos em agua apenas com pH modificado (testemunhas) e
armazenados a 5 °C; e, (B) morangos imersos em agua ozonizada e armazenados a 5 °C.

Tabela 6 — Equacdes de regressao ajustadas e respectivos coeficientes de determinacgéo
(R?) referentes a relacdo sélidos solUveis totais e acidez total titulavel (SST/ATT) em
morangos imersos ou hdo em agua ozonizada e armazenados a 5 °C

Tratamento Equacdes de Regresséo ajustadas R2
Testemunha — pH 3,0 y'=7,1511 + 0,1688X - 0,0924 X2 0,99
Testemunha — pH 6,5 y'=7,0898 + 0,3730X - 0,0795X? 0,89
Testemunha — pH 8,7 V' =7,4504 + 0,9541X - 0,2068X? 0,85
0,11 mg Lt em pH 3,0 ¥'=7,7861 - 0,5692X + 0,0781X?2 0,57
0,08 mg L em pH 6,5 ¥'=7,2707 - 0,1164X + 0,0148X2 0,26
0,04 mg L em pH 8,7 ¥'=6,7334 + 0,2618X - 0,0445X2 0,32

Com relacgéo a coloragéo da polpa dos frutos imersos em agua ozonizada ou néo,
a saturacdo de cor variou significativamente (p<0,01), somente quando se analisou o

efeito do periodo de armazenamento, independentemente dos tratamentos. Por outro

63



lado, a tonalidade e a diferenca de cor variaram significativamente (p<0,05) em
decorréncia da interacdo entre tratamento e periodo de armazenamento.

Ocorreu decréscimo da saturacdo de cor da polpa dos frutos a medida que se
elevou o periodo de armazenamento (Figura 9). Os valores referentes a saturagédo de cor

variaram entre 36 e 39.

41 1 —— y=38,9392 +0,1768X - 0,1039X2
. 40 A R?=0,95
2
5 394 b
o
()
©
o
(0
On
@©
—
>
=
©
n

35

2 4 6

AN

Periodo de armazenamento (dias)

Figura 9 — Curva de regressao referente a saturacéo de cor (C) em polpa de morangos
em funcédo do periodo de armazenamento.

No que se refere a tonalidade (h°) (Figura 10) no sexto dia de armazenamento,
enquanto nas polpas obtidas de frutos imersos em agua ndo ozonizada com pH 3,0 e 8,7
os valores obtidos foram de 27,3 e 27,7, respectivamente, naquelas obtidas de frutos
imersos em agua ozonizada, os valores foram de aproximadamente 30,2. As equacdes
das regressbes ajustadas e respectivos coeficientes de determinacdo referentes a
tonalidade de cor (h°) em morangos imersos em agua ozonizada e ndo ozonizada estdo

na Tabela 7.
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Figura 10 — Tonalidade de cor (h°) em polpa de morangos (A) imersos em agua apenas
com pH modificado (testemunhas) e armazenados a 5 °C; e, (B) morangos imersos em
agua ozonizada em diferentes pH’s e armazenados a 5 °C.

Tabela 7 — Equacdes de regressdo ajustadas e respectivos coeficientes de determinacéo
(R?) referentes a tonalidade de cor (h°) em polpa de morangos imersos ou ndo em agua
ozonizada e armazenados a 5 °C

Tratamento Equacdes de Regresséo ajustadas R?
Testemunha — pH 3,0 y'=29,7322 + 0,5762X - 0,1621X? 0,60
Testemunha — pH 6,5 y'=29,2631 + 1,9288X - 0,3469X? 0,99
Testemunha — pH 8,7 y'=29,7139 + 0,2194X - 0,0919X? 0,99
0,11 mg L™ em pH 3,0 y'= 29,0348 + 1,3040X - 0,1839X2 0,99
0,08 mg L™ em pH 6,5 y'= 28,8827 + 1,0350X - 0,1881X2 0,99
0,04 mg L™ em pH 8,7 y'= 29,1388 + 1,1698X - 0,1601X2 0,91

Com relacdo a diferenca de cor da polpa dos frutos (Figura 10), observou-se
mesma tendéncia independentemente da ozonizacdo, com elevacdo ao longo do
armazenamento. Destaca-se que somente a polpa dos frutos imersos em agua ozonizada
com pH 8,7 apresentou diferenca de cor inferior a 5,6 depois de seis dias de
armazenamento. Sao apresentadas na Tabela 8 as equacOes das regressdes ajustadas e
respectivos coeficientes de determinacdo referentes a Diferenca de Cor (AE) em

morangos imersos em agua ozonizada e ndo ozonizada.
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Figura 11 — Diferenca de Cor (AE) em polpa de morangos (A) imersos em agua apenas
com pH modificado (testemunhas) e armazenados a 5 °C; e, (B) morangos imersos em

Periodo de armazenamento (dias)

agua ozonizada em diferentes pH’s e armazenados a 5 °C.

Tabela 8 — Equagdes de regressao ajustadas e respectivos coeficientes de determinacgéo
(R?) referentes a Diferenca de Cor (AE) em polpa de morangos imersos ou ndo em agua

ozonizada e armazenados a 5 °C

Tratamento Equacdes de Regressao ajustadas R2
Testemunha — pH 3,0 ¥'=9,7562 (1 — e(70.2017X)) 0,96
Testemunha — pH 6,5 ¥'=6,9465 (1 — e(70.6572X)) 0,99
Testemunha — pH 8,7 ¥'=11,0667 (1 — e(-01810X)) 0,95
0,11 mg L™ em pH 3,0 ¥'=7,3971 (1 — e(-05433%)) 1,00
0,08 mg L™ em pH 6,5 ¥'=10,2839 (1 — e(02271X)) 0,99
0,04 mg L™ em pH 8,7 y'=5,6882 (1 — e(~0:5776X)) 0,99
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4.  DISCUSSAO

Segundo Kim et al. (1999) a solubilidade do g&s 0z6nio em meio aquoso
dependera também do conteddo de matéria organica no meio, pois, quanto menor a
concentracdo de matéria organica, maior sera o tempo de meia vida do 0zénio em agua.
Predominantemente processos de desinfeccdo ocorrem via ozdnio molecular, ja
processos de oxidacdo podem ocorrer tanto por meio do oz6nio molecular, em altas
concentracdes por via direta, como dos radicais hidroxila por via indireta (KIM et al.,
2003; DI BERNADO e DANTAS, 2005; SILVA et al., 2011).

Em funcdo da auséncia de Salmonella spp. e E. coli, além da inexpressiva
contagem de coliformes totais (Tabela 1), ndo foi possivel avaliar o efeito da agua
ozonizada sobre esses grupos de microrganismos em morangos. E importante ressaltar
que de acordo com o Regulamento Técnico sobre PadrGes Microbioldgicos para
Alimentos, no caso de morangos frescos e similares, "in natura”, inteiros, selecionados
ou ndo, € exigido auséncia de Salmonella spp. e a tolerancia méaxima de coliformes a 45
°C ¢ equivalente a 2 x 10® UFC g* (BRASIL, 2001). Entretanto, ha expressiva
capacidade do ozonio de controlar o crescimento de aerdbios mesoéfilos e de bolores e
leveduras nos morangos durante o armazenamento. A imersdo em &gua ozonizada
ocasionou diferenca de 2,6 ciclos log quando se comparou os resultados obtidos nos
frutos imersos em agua ozonizada com pH 3,0 com aqueles nos frutos imersos em agua
ndo ozonizada com pH 6,5, ao final do armazenamento.

Encontram-se na literatura diversos trabalhos nos quais foi avaliada a eficacia do
0z06nio gasoso ou dissolvido na agua no controle de microrganismos. Katzenelson et al.
(1974) demonstraram que 0,06 pg/mL de oz6nio em agua com pH de 6,9 foi capaz de
inativar 99% de E. coli, além da inativacdo do Polivirus type 1, causador da poliomielite
em humanos, numa concentra¢do de 0,03 pg/mL. Yoshizaki et al. (1988) observou que
a agua contendo ozénio foi capaz de causar a inativacao do virus do mosaico do tabaco
(TMV). Khadre e Yousef (2001) demonstraram a capacidade de inativagdo de esporos
da bactéria Bacillus subtilis ao se utilizar agua contendo ozénio. Pang e Hung (2016)
demonstraram que uma combinacdo de radiagdo UV e &gua ozonizada foi capaz de
alcangar uma redugdo de 5 ciclos log na contagem de E. coli O157:H7 em alface
romana e, semelhantemente, em alface iceberg, enquanto o tratamento somente com
radiagdo UV obteve uma reducéo de 2,1 ciclos log, e, com solugéo de cloro, obteve-se

uma reducéo de 2,5 ciclos log.
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Smilanick et al. (1999) demonstraram através de um experimento com citros que
dois minutos imersos em agua contendo 1,5 ppm de ozdnio em pH 6,4 foi capaz de
matar entre 95-100% de esporos de agentes patogénicos fungicos comuns na pés-
colheita, tais como: Penicillium digitatum, Penicillium italicum, Penicillium expansum,
Monilinia fructicola, Rhizopus stolonifier, Botrytis cinerea e Geotrichum citriaurantii;
além disso, nenhum desses microrganismos sobreviveu 3 min em agua contendo 1,5
ppm de o0z6nio. Martinez et al. (2002) demonstraram que ao utilizar gua ozonizada na
concentracéo de 2,2 mg L™ e por um periodo de imersdo de 15 minutos em mangas,
cultivar Haden, foi capaz de inibir significativamente a germinacdo de Colletotrichum
gloeosporioides, Fusarium oxysporum e, em menor grau, Lasiodiplodia theobromae.
Alencar et al. (2014) ozonizaram peras com gas 0zonio na concentragdo 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 & ozonizacéo, depois de 13 dias
de armazenamento.

Segundo Kim et al. (2003) alimentos que apresentam altos niveis de pH, levam a
rapida decomposicdo do 0z6nio em meio aquoso e a formacdo de radicais hidroxila
(OH). As alteragdes na eficiéncia do processo de desinfeccdo, quando hd uma
representativa variacgdo no pH do meio, relacionam-se com mudangas na taxa de
decomposicdo do ozdnio. Tal processo pode justificar a menor eficacia no controle de
aerobios mesdfilos quando se compara os resultados obtidos quando utiliza agua
ozonizada com pH’s iguais a 3,0 ¢ a 8,7 (Figura 2). Segundo Kim et al., (1998), a
estabilidade do 0z6nio em agua decresce quando o pH do meio aumenta; quando esse
pH é superior a 8,0 praticamente metade do 0z6nio introduzido é decomposto em varias
formas intermediarias de oxigénio, num periodo de 10 min (KIM et al., 2003; DI
BERNADO e DANTAS, 2005; WYSOK et al., 2006).

No que se refere a qualidade fisico-quimica, varios autores obtiveram resultados
semelhantes aos encontrados no presente trabalho. Nadas e Garcia (2003) constatou o
efeito do oz6nio em reduzir a perda de massa de morangos submetidos a atmosfera
modificada em concentracéo de 1,5 pL L™ e estocados a 2 °C por trés dias. Alexandre et
al. (2012) utilizaram 4gua ozonizada na concentracdo de 0,3 mg L™ para sanitizacéo de
morangos armazenados na temperatura de 4 °C por 14 dias e também observaram

menor perda de massa nos frutos ozonizados.
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E importante salientar a tendéncia observada na variavel sélidos solGveis totais
(Figura 6). A agua ozonizada foi capaz de retardar o decréscimo no teor de sélidos
sollveis totais nos morangos. Segundo Kader (1991), frutos de morango devem
apresentar um minimo de 7,0 °Brix de solidos sollveis totais para terem um sabor
aceitavel, entretanto frutos maduros podem variar de 6 a 9 °Brix. O teor de sélidos
soltveis nos da um indicativo da quantidade de agUcares presente na fruta do morango,
mas outros compostos, em menores proporcdes, tambeém fazem parte da composigdo
dos solidos soluveis totais de uma fruta, que pode variar de acordo com o gendtipo
(KLUGE et al., 2002).

Em relacdo a varidvel acidez total titulavel (Figura 7), os valores permaneceram
superiores a 0,8%, que segundo Kader (1991), é o minimo para caracterizar um sabor
aceitavel para o consumo dos morangos. Ainda de acordo com esse autor, os frutos de
morango com sabor aceitavel devem apresentar relacdo SST/ATT em torno de 7,5 e
8,75. A relacdo SST/ATT para 0s morangos tratados com agua ndo ozonizada em
diferentes pH's variou entre 4,8 e 6,5, enquanto que para 0s morangos tratados com agua
ozonizada permaneceu 6,7 e 7,2, proximos ao ideal na caracterizacdo de um sabor
aceitavel.

A ozonizacao afetou a tonalidade de cor (Figura 10) e diferenca de cor (Figura
11) da polpa dos morangos. Observou-se tendéncia de redugdo mais acentuada da
tonalidade de cor na polpa dos frutos ndo ozonizados. Esse comportamento é esperado e
pode ser explicado pela alteracdo na cor do produto que, a medida que se eleva o
periodo de armazenamento, se torna mais avermelhado. Dessa forma, a ozonizacéo foi
capaz de retardar a reducdo da tonalidade nos frutos. Essas alteracfes estdo associadas
ao processo de amadurecimento, que continua a ocorrer durante o armazenamento
(PONCE et al., 2010). Quando se analisou a variavel diferenca de cor, somente foi
observada alteracdo expressiva na polpa dos frutos imersos em agua ozonizada em pH
8,7, sendo observado alteracdo menos acentuada. Salienta-se que a variavel diferenca de
cor foi obtida a partir dos valores de L, a e b, num determinado periodo de
armazenamento e os valores correspondentes a um padréo, que no presente trabalho,
referiu-se aos frutos no inicio do armazenamento. Dessa forma, uma maior elevacéo da
diferenca de cor implica num distanciamento mais pronunciado da cor inicial. E
importante mencionar a importancia da adog¢éo de métodos de conservacgédo que amplie a
vida de prateleira sem alterar as caracteristicas e atributos relacionados a cor, pois séo

fatores limitantes para a aquisi¢do de um produto in natura pelo consumidor.

69



5.  CONCLUSOES

Concluiu-se, a partir dos resultados obtidos, que a utilizacdo de dgua ozonizada
em diferentes pH’s pode ser considerada uma importante alternativa para a manutencgéo
da qualidade pds-colheita de morango. Verificou-se que o pH influenciou a eficiéncia
da &gua ozonizada no controle de microrganismos indesejaveis em morangos durante o
armazenamento. Quanto a qualidade fisico-quimica dos morangos, a agua ozonizada foi
capaz de retardar a perda de massa fresca, manter os niveis de pH, sélidos soltveis

totais, acidez total titulavel, relacdo SST/ATT e das variaveis referentes a cor.
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EFEITO DA AGUA OZONIZADA EM DIFERENTES CONCENTRACOES NO
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EFEITO DA AGUA OZONIZADA EM DIFERENTES CONCENTRACOES NO
CONTROLE DE MICRORGANISMOS E NA QUALIDADE FISICO-QUIMICA DE
MORANGO ARMAZENADO

RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito da &gua ozonizada em diferentes
condicdes sobre microrganismos na pos-colheita de morango, além de avaliar possiveis
efeitos na qualidade fisico-quimica durante o armazenamento. Utilizaram-se morangos
da variedade "Portola"”, sem a utilizacdo de agroguimicos na produgdo. Os morangos
foram divididos em trés lotes: gas ozonio dissolvido em agua na concentracéo de 45 mg
L™ e borbulhado por 40 min, gas ozonio dissolvido em agua na concentracéo de 20 mg
L e, por fim, o dltimo lote ndo foi submetido & imersdo em &gua ozonizada. Em
seguida os morangos foram armazenados em camara fria a 5 °C. As anélises dos frutos
foram realizadas no dia da ozonizagdo (tempo zero) e a cada trés dias até o dia nove de
armazenamento. Na etapa microbioldgica foi avaliada a presenca de Salmonella spp.,
coliformes totais, E. coli, bolores e leveduras e aerobios meséfilos, todos expressos em
log (UFC g). As variaveis qualitativas avaliadas foram: perda de massa fresca, pH,
acidez total titulavel, teor de sélidos solUveis, relacdo SST/ATT e coloracdo. Adotou-se
Delineamento Inteiramente Casualizado em esquema fatorial 3x4, sendo trés
tratamentos e quatro periodos de armazenamento (0, 3, 6 e 9), com trés repeticdes.
Inicialmente realizou-se andlise de variancia e posteriormente analise de regressdao. A
agua ozonizada foi eficiente no controle de microrganismos, principalmente no que se
refere a aerdbios mesofilos. Em relacdo a qualidade fisico-quimica dos morangos
armazenados, a dgua ozonizada nao afetou expressivamente a perda de massa fresca,
pH, solidos sollveis totais, acidez total titulavel, relacdo SST/ATT e variaveis
referentes a cor. Concluiu-se que a utilizacdo de agua ozonizada pode tornar-se um
método promissor no controle de microrganismos e na manutencao da qualidade fisico-

guimica de morangos armazenados.

Palavras-chave: Ozodnio; Microrganismos patogénicos; Microrganismos deteriorantes;

Alteracdes qualitativas.
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EFFECT OF OZONIZED WATER IN DIFFERENT CONCENTRATIONS ON THE
CONTROL OF MICRORGANISMS AND THE PHYSICAL-CHEMICAL QUALITY
OF STRAWBERRY STORED

ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of ozonated water on different
conditions on microorganisms in strawberry post-harvest, besides evaluating possible
effects on the physical-chemical quality during storage. Strawberries of the "Portola”
variety were used, without the use of agrochemicals in the production. The strawberries
were divided into three lots: ozone gas dissolved in water at a concentration of 45 mg L°
! and bubbled for 40 min, ozone gas dissolved in water at a concentration of 20 mg L™,
and finally the last batch was not submitted to immersion in ozonated water. The
strawberries were then stored in a cold room at 5 ° C. The fruits were analyzed on the
day of ozonation (zero time) and every three days until day nine of storage. In the
microbiological stage, the presence of Salmonella spp., Total coliforms, E. coli, molds
and yeasts and aerobic mesophiles, all expressed in log (UFC g*), were evaluated. The
qualitative variables evaluated were: fresh weight loss, pH, total titratable acidity,
soluble solids content, ratio and staining. A completely randomized design was used in
a 3x4 factorial scheme, with three treatments and four storage periods (0, 3, 6 and 9),
with three replications. Initially, analysis of variance and regression analysis were
performed. The ozonated water was efficient in the control of microorganisms,
especially with regard to aerobic mesophiles. Regarding the physico-chemical quality of
the stored strawberries, the ozonated water did not significantly affect the loss of fresh
mass, pH, total soluble solids, total titratable acidity, ratio and color variables. It was
concluded that the use of ozonated water can become a promising method in the control
of microorganisms and in the maintenance of the physical-chemical quality of stored

strawberries.

Keywords: Ozone; Pathogenic microorganisms; Deteriorating microorganisms;

Qualitative changes.
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1.  INTRODUCAO

A cultura do morangueiro comegou a desenvolver-se economicamente no Brasil
no final da década de 1950, em Minas Gerais, onde foi se adaptando a diversos climas e
solos. Chegou ao Distrito Federal na década de 1960, através de produtores de origem
japonesa vindos de S&o Paulo; obtiveram relativo sucesso devido a altitude da regido,
cerca de 1.000 m acima do nivel do mar, e condi¢cBes climéaticas favoraveis,
temperaturas mais altas no verdo e inverno ameno e seco (MORETTI, 2008; HENZ,
2010). Atualmente a olericultura € uma das principais atividades agricolas e econémicas
para pequenos produtores no Distrito Federal, cuja area cultivada é de aproximadamente
6.500 hectares/ano. O morango é uma das principais culturas no contexto social e
econémico do Distrito Federal, pois é uma olericola que possui um alto valor agregado
e geracdo de empregos na regido. Atualmente a producdo de morango no DF é de
aproximadamente 6,5 mil toneladas (EMATER-DF, 2011; FALCAO, 2012).

O morango € consumido predominantemente in natura, mas uma consideravel
quantidade € utilizada na industria. Dessa forma, deve-se garantir adequado manejo
durante o cultivo, colheita, transporte e armazenamento, com intuito de reduzir perdas e
alcancar melhor aceitagédo pelo consumidor (ZAMBOLIM e COSTA 2005; SEERAM et
al, 2006; CALVETE et al, 2008; HENZ et al., 2008). Os frutos de morango também se
destacam por possuirem fontes de compostos bioativos, tais como: vitamina C, folato e
compostos fenolicos; outras vitaminas também sdo encontradas: tiamina, riboflavina,
niacina, vitamina K, vitamina B6, Vitamina A e Vitamina E. Dentre esses fatores o
morango € considerado atraente por tais caracteristicas sensoriais e por sua composi¢ao
nutricional (FRANCO, 2002; PROTEGGENTE et al., 2002; HENRIQUES et al., 2004;
GIAMPIERI et al., 2012).

O consumo in natura de morango organico estd comprometido pela
suscetibilidade dos frutos a contaminacdo microbioldgica. As mas praticas de manejo
do cultivo, manipulacdo dos frutos sem um devido controle, o uso de matéria organica
sem 0s devidos processos de compostagem entre outros fatores, tem permitido a
contaminacéo dos frutos de morango por patdégenos que, ao serem consumidos, podem
causar infeccbes e danos a saude humana, além de perdas no armazenamento das
caracteristicas qualitativas (BOLLEN, 1985; OSHITA, 2012). Outro aspecto relevante,

€ que 0 morango esteve associado a surtos de hepatite A, além de contaminagdo por

78



Norovirus, Cyclospora cayatanensis e Staphylococcus aureus (NOTERMANS et al.,
2004; SIVAPALASINGAM et al., 2004).

H& uma grande importancia nas etapas da cadeia produtiva do morango, em que
os frutos devem ser conservadas as propriedades fisico-quimicas, tais como pH, acidez
total titulavel, coloracdo e solidos sollveis, além de controlado e/ou inibido o
desenvolvimento de microrganismos patogénicos e deteriorantes, que comprometem a
sanidade do produto. A vida de prateleira do morango é limitada, entre 5 e 7 dias,
devido especialmente a alta atividade microbiana e respiratoria (AGUAYO et al., 2006;
NASCIMENTO e SILVA, 2010). Diante desses fatos é necessaria a ado¢do 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. E possivel uma reducao de até 90% da
carga microbiana, adotando-se lavagem com agua corrente, porém nao é suficiente para
tornar o alimento seguro. Em funcéo disso, é fundamental a etapa de sanificacdo, com a
utilizacdo de agentes que sejam eficientes na inativacdo dos microrganismos
(BEUCHAT et al., 1998). Dentre as propriedades desejadas para um sanificante,
Lelieveld et al. (2003) destacam que: devem possuir largo espectro antimicrobiano; ser
de fécil uso; ndo possuir propriedades tdxicas e irritantes; ser de baixo custo.

O gés 0z6nio (O3), ou oxigénio triatbmico, € uma forma alotrépica do oxigénio,
que pode ser produzida naturalmente como resultado de reldmpagos ou radiacdo
ultravioleta (KIM et al., 1999). O gas o0z6nio surge como uma alternativa a utilizacdo de
produtos clorados na industria de alimentos, pois os compostos clorados possuem
algumas desvantagens no tratamento de agua e na inddstria de alimentos, tais como a
formacdo de compostos mutagénicos e carcinogénicos na agua e/ou superficie de
contato dos alimentos (LAZAROVA et al., 1999). Salienta-se que o o0zbdnio 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 agua (FDA, 2001). Dentre os
compostos encontrados na natureza, 0 gas 0zonio se destaca por apresentar o segundo
maior potencial de oxidacdo (2,07 mV) (GUZEL-SEYDIM et al., 2004; NOVAK e
YUAN, 2007). Essa caracteristica torna 0 ozonio um forte agente antimicrobiano com
grande aplicabilidade na industria de alimentos e um dos mais potentes sanitizantes
conhecidos, além de uma alternativa a utilizacdo de produtos clorados na inddstria, pois,

além de ndo gerar residuos, se decompde no prdprio oxigénio.
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Vale ressaltar que o efeito do 0zonio ja é conhecido sobre diversos grupos de
microrganismos, tais como fungos dos géneros Aspergillus, Fusarium, Geotrichum,
Myrothecium, Alternaria, Penicillium, Botrytis e Mucor (RAILA et al., 2006; WU et al.,
2006; ZOTTI et al., 2008; ALENCAR et al., 2013), além do virus, e bactérias (KIM et
al., 1999; KHADRE et al., 2001; OSKAN et al., 2011; ALEXOPOULOS et a., 2013).
Entretanto a utilizacdo de agua ozonizada na sanitizacdo de frutas e hortalicas ainda é
menos evidenciada quando comparado as aplicacdes do ozdénio na forma de gas. Kim et
al. (2003) e Di Bernado e Dantas (2005) relatam que a ozonizacdo da adgua vai depender
de diversos fatores, tais como: cinética de decomposicdo em meio aquoso, teor de
matéria organica na agua, temperatura da 4gua e o pH do meio. A utilizagdo de agua
ozonizada no processo de pos-colheita de morango, assim como de outras frutas e
hortalicas, sdo muitas, que incluem tratamentos para controlar infecces de patdgenos e
propagulos, saneamento de &gua em sistemas de lavagem, tanques de descarga,
saneamento das superficies de equipamentos além de embalagens.

Diante de tudo que foi exposto, objetivou-se com este trabalho avaliar o efeito
sanitizante do ozonio dissolvido em agua para o controle de microrganismos em
morango e avaliar possiveis alteracbes na qualidade fisico-quimica durante o

armazenamento.
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2. MATERIAL E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Pré-Processamento e
Armazenamento de Produtos Vegetais, Laboratorio de Analises de Leite e Derivados e
Laboratorio de Analise de Alimentos, localizados na Faculdade de Agronomia e

Medicina Veterinaria, da Universidade de Brasilia.

2.1 Origem e tratamento prévio das amostras

Os morangos da variedade "Portola” foram adquiridos diretamente de um
produtor da regido administrativa de Brazlandia — Distrito Federal, no dia 06 de
dezembro de 2016. Na producdo desses morangos nédo foi utilizada qualquer forma de
agroguimico para o controle de pragas e doencas, entretanto, esses morangos nao sdo
considerados organicos, pois o produtor faz uso de adubacdo quimica, porém é uma
adubacdo equilibrada e sem o0 uso de adubacéo nitrogenada, que torna um sistema de
“Produgdo Sustentavel”. Os morangos foram colhidos pela manhd no estadio de
maturacdo comercial e transportados a tarde para o Laboratdrio de Pré-Processamento e
Armazenamento de Produtos Vegetais, colocados sobre refrigeracdo a 5° C, por um
periodo de aproximadamente 12 horas. Todas as etapas do experimento foram
realizadas pela manh&, os morangos foram devidamente selecionados, frutos com les6es
e/ou ferimentos foram descartados, para ozonizacdo utilizou-se somente os frutos

sadios, uniformes e sem defeito.

2.2  Geracéo do gas ozonio

O gés ozobnio foi obtido por meio de um gerador de oz6nio (Modelo 0&L 5.0
RM) baseado no método de Descarga por Barreira Dielétrica (DBD) — efeito corona.
Este tipo de descarga é produzido ao aplicar uma alta tensdo entre dois eletrodos
paralelos, tendo entre eles um dielétrico (vidro) e um espaco livre por onde flui o ar
seco (Figura 1). Neste espaco livre, é produzida uma descarga em forma de filamentos,
em que sdo gerados elétrons com energia suficiente para produzir a quebra das

moléculas de oxigénio, formando o gas 0zonio (O3).
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No processo de geracdo do ozonio, foi utilizado como insumo oxigénio (O2) com
grau de pureza de aproximadamente 90%, isento de umidade, obtido de concentrador de

oxigénio acoplado ao gerador de ozénio.

Figura 1 — Gerador de 0zénio Modelo O&L 3.0-O2 RM. Fonte: Arquivo pessoal.

2.3  Obtencdo da agua ozonizada

Foi utilizado duas concentracdes de 0zdnio, uma de 45 mg L™ e vazdo de 1 L
min? e outra concentragdo de 20 mg L™ e vazdo de 1 L min™; para a primeira
concentracdo de ozénio o tempo de borbulhamento em agua foi de 40 min, enquanto
que na segunda concentracdo o tempo de borbulhamento foi de 20 min. Para ozonizagéo
utilizou-se 3,0 L d’agua, dividido em dois recipientes de 1,5 L cada, esse processo foi

repetido para cada um dos tratamentos.

2.4 Quantificacdo do oz6nio dissolvido na agua

A quantificacdo do oz6nio dissolvido na agua foi realizada em fotbmetro SAM
CHEMetrics, Modelo 1-2019, com faixa de medic&o de 0,01 a5,0 mg L™.

2.5 Tratamento dos morangos com agua ozonizada

Os frutos, devidamente selecionados, foram divididos em trés lotes. O
experimento consistiu de cinco tratamentos, sendo duas diferentes concentracdes de gas
0zOnio na agua e dois tempos de contato da agua ozonizada com 0s morangos (tempo de
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imersdo), além da testemunha do experimento, que ndo passou por nenhum processo de
sanitizagdo. Os tratamentos foram identificados da seguinte forma:
o C1 — concentracdo de ozénio de 45 mg L™, com tempo de borbulhamento da
agua de 40 minutos;
o C2 — a concentracdo de 0zonio de 20 mg L™ com tempo de borbulhamento da
agua de 20 minutos;
o Testemunhas — N&o recebeu nenhum tratamento.

As concentracdes do 0zonio equivalentes a 45 mg L™ (40 min) e 20 mg L™ (20
min) acarretaram concentracdes de ozonio dissolvido na 4gua equivalentes a 3,43 mg L
''e 1,90 mg L™ respectivamente. Incialmente os frutos foram acondicionados em
recipiente de vidro com capacidade de 3,0 L e imersos em &gua por 7,5 min. Finalizado
esse periodo, efetuou-se a drenagem da agua. Em seguida, os frutos foram
acondicionados em embalagens de polietileno retangulares (18 cm x 12 cm),
transparentes e identificados de acordo com cada tratamento, com 3 repeti¢cdes. Em cada
uma das embalagens foram colocados aproximadamente 100 g de morango.
Armazenaram-se em camara climatica tipo B.O.D. na temperatura de 5+1 °C.

Foram realizadas analises microbiologicas e fisico-quimicas imediatamente
depois da imersdo dos frutos na agua ozonizada e agua ndo ozonizada e a cada trés dias

até o dia 9 de armazenamento (0, 3, 6 e 9 dias de armazenamento).

2.6 Andlises microbioldgicas dos morangos
2.6.1 Preparo das dilui¢Ges seriadas das amostras de morango

Inicialmente 25 g de morangos foram diluidos em 225 mL de dgua peptonada a
0,1% (p/v) devidamente esterilizada, a fim de obter diluicdes seriadas para a realizacédo
destas andlises microbioldgicas. A solu¢do com agua peptonada correspondeu a diluicéo
de 10" e a partir desta diluicdo foram feitas as dilui¢es 102, 10° e 10™ em solucdo
salina 0,85% (NaCl).

Para contagem de bolores e leveduras (YM), aerébios meséfilos (AC) e
coliformes totais e Escherichia coli (EC) utilizou-se o sistema Petrifilm™ (3M
Microbiology, St. Paul, MN, USA), conforme orientacdo do fabricante. Destaca-se que
essa técnica foi testada em morango fresco por Jordano et al. (1995) para esses

microrganismos, sendo obtido resultado satisfatorio. Para a contagem Salmonella spp.,

83



utilizou-se o protocolo descrito pela Instrucdo Normativa nimero 62, do Ministério da
Agricultura. Os resultados foram expressos em unidades formadoras de col6nia por
grama (UFC g™).

2.6.2 Deteccdo de microrganismos utilizando o sistema Petrifilm™
2.6.2.1 Contagem de Coliformes totais e E. coli (Petrifilm™ EC 6404)

Para contagem de Coliformes totais e fecais utilizou-se a diluico de 10™, e o
Método Oficial AOAC® 991.14, descrito para alimentos, com incubacio de 24h # 2h
para coliformes totais a 35°C + 1°C (AOAC, 2002). Para contagem de E. coli, as
condicdes de incubacdo foram 35 £ 1 °C por 48 + 2h. Os resultados obtidos foram
expressos em Unidade Formadora de Colénia por grama (UFC g™*), posteriormente em
log UFC g™

2.6.2.2 Contagem de Aerobios Mesofilos (Petrifilm™ AC)

Na contagem de Aerébios Meséfilos utilizou-se o sistema Petrifilm™ AC, nas
diluicdes de 10° e 10™. A incubacdo das placas seguiu o Método Oficial AOAC®
990.12 — Contagem de Aerobios em Placas de Alimentos, Filme Reidratavel Seco, com
incubacéo por 48h + 3h a 35°C £ 1°C (AOAC, 2002).

2.6.2.3 Contagem de Bolores e Leveduras (Petrifilm™ YM)

Para contagem de Bolores e Leveduras utilizou-se o sistema Petrifilm™ YM,
nas diluicdes de 10° e 10™. A incubacdo das placas seguiu 0 Método Oficial AOAC®
997.02 — Contagem de Bolores e Leveduras em Alimentos, com incubacdo de 5 dias a
20°C — 25°C (AOAC, 2002). Os resultados obtidos foram expressos em Unidade

Formadora de Colénia por grama (UFC g™*), posteriormente em log UFC g™.

2.6.2.4 Salmonella spp.

A partir da diluicdo de 10™ foram transferidos 1 mL para tubos com 10 mL de
caldo selenito cistina (Fluka Analytical) e 0,1 mL para tubos contendo 10 mL de caldo
Rappaport Vassiliadis (Acumedia), os quais foram incubados a 42 + 0,2 °C, durante 24

horas, para o enriquecimento seletivo. A etapa seguinte foi o plaqueamento diferencial,
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em placas contendo Agar Salmonella Shigella (Acumedia) que foram incubadas a 35 +
2°C, durante 24 horas para confirmar a presenca de Salmonella spp. As placas com
coldnias suspeitas 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 na IN N°.62/2003 (BRASIL, 2003). Os critérios microbiol4gicos
adotados foram os contidos na RDC 12/2001 (BRASIL, 2001).

2.7 Avaliagdo da qualidade fisico-quimica dos morangos
2.7.1 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 (2, 4 e 6 dias). A perda de massa foi calculada utilizando-se a Equagéo
1:

Mi—-M

Perda de Massa (%) = l_ ! 100 Equagdo 1.

2.7.2 Potencial Hidrogénionico (pH)

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

destilada.

2.7.3 Acidez Total Titulavel

A andlise de acidez titulavel foi determinada conforme a normas descritas pelo
Instituto Adolfo Lutz (BRASIL, 2008). Utilizou-se aproximadamente 10 gramas de
amostra triturada e homogeneizada em 100 mL de &gua destilada. Efetuou-se a titulacéo
com solucédo de hidroxido de sédio (NaOH) 0,1 N padronizada até o ponto de viragem
equivalente a pH 8,2, utilizando-se potencidometro Digimed Mod. DM21. Os resultados

foram expressos em porcentagem de &cido citrico.
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2.7.4 Solidos Solaveis Totais (SST)

Os sdlidos sollveis totais foram determinados no refratbmetro digital Atago
(Modelo 1T). Os resultados foram expressos em °Brix, segundo AOAC (2002).

2.7.5 Relacgdo Solidos Soluveis Totais e Acidez Total Titulavel (SST/ATT)

A partir dos valores obtidos referentes a Solidos SolUveis Totais e Acidez

Titulavel foi possivel a obtencéo da relagdo SST/ATT, definida como Ratio.

2.7.6 Coloracédo dos Morangos

A cor do morango foi avaliada usando o colorimetro ColorQuest® XE da
HunterLab. O equipamento foi devidamente calibrado e os valores foram tomados da
polpa dos frutos, realizando-se duas leituras das amostras de cada repeticdo. Foram
obtidos os valores de um sistema de coordenadas Lab Hunter que define a cor em
termos de L, a e b — luminosidade (L); a = verde (-) x vermelho (+); b= azul (-) x
amarelo (+) (FERREIRA et al., 1999).

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

¢ = J@+b?) ).

h = arctang (b/a) (3).

DE = J[(L = Lo)? + (a— ag)? + (b — by)?] 4).

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, ap € bg séo os valores obtidos no tempo zero.
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2.8  Delineamento Experimental

Adotou-se Delineamento Inteiramente Casualizado em Esquema Fatorial 3x4,
sendo trés tratamentos e quatro periodos de armazenamento (0, 3, 6 e 9 dias), com trés
repeticdes. Inicialmente realizou-se analise de variancia e posteriormente analise de
regressdo. Para analise de variancia utilizou-se o programa ASSISTAT 7.7 e o software

SigmaPlot v. 10 para a obtencdo das equacdes e plotagem dos gréficos.
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3.  RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Avaliagdo da eficiencia da agua ozonizada no controle de
microrganismos em morangos armazenados

Em funcdo da auséncia de Salmonella spp. de E. coli e da inexpressiva contagem
de coliformes totais, ndo foi possivel avaliar o efeito da dgua ozonizada sobre esses
grupos de microrganismos nos morangos armazenados. De acordo com o Regulamento
Técnico sobre Padrées Microbioldgicos para Alimentos, no caso de morangos frescos e
similares, "in natura", inteiros, selecionados ou ndo, é exigido auséncia de Salmonella
spp. e a tolerancia méxima de coliformes a 45 °C é equivalente a 2 x 103 UFC g*
(BRASIL, 2001).

Houve diferenca significativa (p<0,01) para contagem de aerdbios meséfilos em
decorréncia da interacdo tratamento e periodo de armazenamento de morangos. Na
Figura 2 encontram-se os valores referentes a contagem de aerébios meséfilos log (UFC
g™) em morangos imersos em agua ozonizada em diferentes condicées e armazenados a
5 °C. Na Tabela 1 encontram-se as equacOes das regressOes ajustadas e respectivos
coeficientes de determinacéo referentes a contagem de aerdébios mesdéfilos em fungédo do

periodo de armazenamento.

® Testemunha
O 343mgL"-Imersdo 7,5 min
A 1,90mgL" - Imersdo 7,5 min

7,0 -
~ 65 ‘_\_'/

o A
O 6,0 A o
5%
= R o) e o
o 559 TSmO 2
o °

50 - &

45

o,o/.( . ; ‘

0 3 6 9

Periodo de armazenamento (dias)

Figura 2 — Contagem de aerébios meséfilos log (UFC g™*) em morangos imersos ou n&o
em agua ozonizada em diferentes condicdes e armazenados a 5 °C.
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Tabela 1 — Equacdes de regressao ajustadas e respectivos coeficientes de determinacéo
(R?) referentes a contagem de aerébios mesdfilos em morangos imersos ou ndo em agua
ozonizada em diferentes condic¢des e armazenados a 5 °C

Tratamento Equacdes de Regressdo ajustadas R?

Testemunha y'=6,5379 - 0,0539X + 0,0111X?2 0,97
3,43 mg L™ — Imersdo 7,5 min y'=5,9867 - 0,2439X + 0,0215X? 0,98
1,90 mg L™ — Imersdo 7,5 min y'=5,7319 - 0,1808X + 0,0277X? 0,61

Os frutos ndo ozonizados permaneceram com contagem de aerdbios mesofilos
elevada e superior aos dois tratamentos ao longo de todo periodo de armazenamento,
obtendo-se contagem final estimada equivalente a 7,0 ciclos log. O tratamento com agua
ozonizada na concentracdo de 3,43 mg L™ e tempo de imersdo de 7,5 min, apresentou
contagem inferior aos demais tratamentos ao final do periodo de armazenamento. Nessa
condicdo, a contagem de aerobios mesofilos foi equivalente a 5,5 ciclos log, o que
implica em diferenca 1,5 ciclos log, quando se comparou com o resultado obtido nos
frutos néo ozonizados.

Tais resultados podem ser explicados pelo elevado poder oxidativo do 0zonio
(KIM et al., 1999). Outros autores também verificaram o elevado potencial do ozdnio de
inativar microrganismo. Rodgers et al. (2004) compararam a eficdcia do o0zbnio,
solucBes de cloro e é&cido peroxiacético em macds, morangos, meldo e alface
contaminados com E. coli O157:H7 e Listeria monocytogenes. Segundo esses autores a
maior reducdo na populacdo desses microrganismos utilizando-se ozénio. Aguayo et al.
(2013) relataram que a 4gua ozonizada, na concentracéo de 0,4 mg L™, e trés tempos de
imersdo: 1, 3 e 5 min, é eficaz na reducdo da carga de bactérias mesofilas em frutos de
tomate. Nesse trabalho, foi observado que no 5° e 14° dia de armazenamento o tempo de
imersdo de 3 min foi mais eficiente que 1 e 5 min. Beltran et al. (2005) avaliaram o uso
de &gua ozonizada em alface e obtiveram reducdo na contagem de aerébios meséfilos
1,8 ciclos log quando comparada com o resultado obtido no produto ndo ozonizado,
depois de 13 dias de armazenamento a 4 °C.

Obteve-se diferenca significativa (p<0,01) em decorréncia da interacdo
tratamento e periodo de armazenamento para contagem de bolores e leveduras em
morangos imersos em agua ozonizada ou ndo. Na Figura 3 encontram-se as curvas de
regressao referentes a contagem de bolores e leveduras em morangos submetidos a dois

tempos de imersdo em agua em duas diferentes concentracbes de 0zonio. Na Tabela 2

89



encontram-se as equacdes das regressdes ajustadas e respectivos coeficientes de

determinacdo referentes a contagem de bolores em morangos ozonizados ou ndo em
funcéo do periodo de armazenamento.

9 ® Testemunha
O 343mgL"-Imersdo 7,5 min
8 A

1,90 mg L™ - Imersao 7,5 min

log (UFC g™)

3 6
Periodo de armazenamento (dias)

Figura 3 — Contagem de bolores e leveduras log (UFC g™) em morangos imersos ou néo
em &gua ozonizada em diferentes condigdes e armazenados a 5 °C.

Tabela 2 — Equagdes de regressao ajustadas e respectivos coeficientes de determinacgéo

(R?) referentes a contagem de bolores e leveduras em morangos imersos ou ndo em agua
ozonizada em diferentes condic¢des e armazenados a 5 °C

Tratamentos Equacdes de Regressdo ajustadas R2
Testemunha y'=4,8673 + 0,5860X - 0,0294X? 0,90

3,43 mg L™ — Imersdo 7,5 min y'=5,7238 + 0,0184X + 0,0174X2 0,97
1,90 mg L — Imersdo 7,5 min y'=5,6112 - 0,0962X + 0,0368X2 0,99

Observou-se expressivo incremento na contagem de bolores e leveduras em
todos os tratamentos, ao longo do periodo de armazenamento (Figura 3). Destaca-se,
entretanto, a diferenca observada quando se comparam os resultados obtidos nos frutos
ndo ozonizados com aqueles imersos em agua ozonizada na concentragéo de 3,43 mg L

! com tempo de imers&o de 7,5 min. Nos frutos n&o ozonizados, a contagem de bolores

e leveduras foi de 7,8 ciclos log, enquanto que o valor obtido para a concentragéo de
3,43 mg L™ foi de 7,3 ciclos log.
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A agua ozonizada tem sido testada no controle de bolores e leveduras em
produtos de origem vegetal. Martinez et al. (2002) demonstraram que 4gua ozonizada na
concentracdo de 2,2 mg L™, associada a periodo de imerséo de 15 min, é capaz de inibir
significativamente a germinacdo de Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium
oxysporum e, em menor grau, Lasiodiplodia theobromae em manga. Alexopoulos et al.
(2013) avaliaram a eficiéncia de ozénio dissolvido na dgua no controle de bolores e
leveduras em alface e obtiveram reducdo de 2,14 ciclos log, quando se adotou a
concentracéo de 0,5 mg L™, por periodo de exposicdo de 30 min. Aguayo et al. (2013)
obtiveram, para contagem de leveduras, reducdo em torno de 1,0 ciclo log em tomate,

adotando-se concentrag&o do ozonio dissolvido na agua de 0,4 mg L™, por 3 e 5 min.

3.2  Variaveis qualitativas dos morangos armazenados

Houve diferenca significativa (p<0,05) em decorréncia da interacdo tratamento e
periodo de armazenamento para as variaveis percentual de perda de massa, pH, solidos
sollveis totais e relacdo entre sélidos solUveis totais e acidez total titulavel (SST/ATT).
Verificou-se diferenca significativa no tratamento (p<0,01) e diferenca significativa no
periodo de armazenamento (p<0,01), independentemente da exposicdo ou ndo a agua
ozonizada, para a varidvel acidez total titulavel. Na Figura 7 tem-se a curva de regressao
no periodo de armazenamento para a variavel acidez total titulavel.

Na Figura 4 encontram-se os valores referentes a perda de massa (%) em
morangos submetidos a dois tempos de imersdo em agua ozonizada em duas diferentes
concentracdes. Na Tabela 3 encontram-se as equacOes das regressdes ajustadas e
respectivos coeficientes de determinacdo referentes a perda de massa fresca em

morangos em funcdo do periodo de armazenamento.
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A 1,90 mg L™ - Imersdo 7,5 min /

Perda de Massa (%)

Periodo de armazenamento (dias)

Figura 4 — Perda de Massa (%) em morangos imersos ou ndo em agua ozonizada em
diferentes condicdes e armazenados a 5 °C.

Tabela 3 — Equagdes de regressao ajustadas e respectivos coeficientes de determinacgéo
(R?) referentes a perda de massa (%) em morangos imersos ou ndo em agua ozonizada
em diferentes condicdes e armazenados a 5 °C

Tratamentos Equacdes de Regressao ajustadas R2

Testemunha y'=0,5825 - 0,1473X + 0,1840X? 0,94
3,43 mg L™ — Imerso 7,5 min ¥ =-0,4681 + 1,1688X + 0,0934X? 0,98
1,90 mg L — Imersdo 7,5 min y¥'=0,3655 + 0,6073X + 0,1927X? 0,99

Em geral, observou-se maior perda de massa nos frutos imersos em &gua
ozonizada. Os tempos de imersdo adotados podem ter influenciado a perda de massa dos
frutos, uma vez que o morango se destaca por ter tecido delicado. A maior perda de
massa nos frutos pode esta associado a possiveis danos ocasionados pelo o0zénio, que
possui um alto poder oxidativo. Ao se elevar a concentracdo do 0zonio ou o periodo de
exposicdo, podem-se acarretar danos no produto (KIM et al., 2003; GUZEL-SEYDIM
et al., 2004; NOVAK e YUAN, 2007; MAHMOUND e FREIRE, 2007). Apesar de
obter tais resultados no presente trabalho é importante destacar que ha diversos
trabalhos na literatura em que o ozénio, tanto na forma gasosa quanto dissolvido na
agua, € capaz de reduzir o percentual de perda de massa de frutas e hortalicas ao longo
do armazenamento. Zhang et al. (2011) observaram uma diminuigéo significativa na

perda de massa de morangos ao longo de 20 dias de armazenamento ao se utilizar uma
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concentracdo de gas ozonio de 4 ppm. Liu et al. (2016) observaram que, ao utilizarem
4gua ozonizada, na concentracéo de 1,4 mg L™ e tempo de contato de 5 e 10 minutos,
houve uma reducdo da perda de massa de macads frescas depois dois dias de
armazenamento. Por outro lado, Spencer (2003) ao aplicar 0zénio em duas cultivares de
batata , Norland e Russet Burbank, observou que a perda de massa minima foi nas
batatas ndo ozonizadas. No produto ozonizado, o autor verificou que quanto maior a
concentracdo maior a perda de massa durante 0 armazenamento.

Em relacdo a variavel pH (Figura 5 e Tabela 4), apesar de se obter diferenca
significativa entre os tratamentos, observou-se que os valores de pH permaneceram
entre 3,1 e 3,4. No que tange a variavel Sélidos Soluveis Totais (Figura 6 e Tabela 5),
observou-se redu¢do ao longo do armazenamento nos frutos imersos em agua ozonizada
na concentragdo de 1,90 mg L™. Todavia, houve expressivo aumento do teor de sélidos
solGveis totais nos frutos expostos ao 0zdnio na concentragdo de 3,43 mg L™, por 7,5
min. Os frutos de morango devem apresentar um minimo de 7,0 °Brix de sdlidos
solUveis totais para terem um sabor aceitavel, porém os frutos maduros podem variar de
6 a9 °Brix (KADER, 1991).

® Testemunha
58 O 3,43mgL"-Imersdo 7,5 min
' A 1,90 mg L™ - Imers&o 7,5 min
3,6

0,0 T T :

0 3 6 9
Periodo de armazenamento (dias)

Figura 5 — pH de morangos submetidos a dois tempos de imersdo em agua ozonizada
em duas diferentes concentragdes e armazenados a 5 °C.
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Tabela 4 — Equacdes de regressao ajustadas e respectivos coeficientes de determinacéo
(R?) referentes ao pH de morangos imersos ou ndao em agua ozonizada em diferentes

1,90 mg L™ — Imersdo 7,5 min

condicOes e armazenados a 5 °C
Tratamentos Equacdes de Regressao ajustadas R2
Testemunha y = 3,2667 - 0,0333X + 0,0037X?2 0,17
3,43 mg L — Imersdo 7,5 min y' = 3,2800 - 0,0233X + 0,0019X2 0,28
0,88

¥y =3,3883 - 0,0706X + 0,0065X2

® Testemunha
O 3,43mgL"”-Imersdo 7,5 min

1.0
5 A 1,90 mg L - Imersdo 7,5 min

(@)
6,5 - ° ¢
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004 ' ' l
0 3 ® ’

Periodo de armazenamento (dias)

Figura 6 — Teor de Sélidos SolUveis Totais (°Brix) em morangos imersos ou ndo em
agua ozonizada em diferentes condi¢des e armazenados a 5 °C.

Tabela 5 — Equagdes de regressao ajustadas e respectivos coeficientes de determinacgéo
(R?) referentes ao teor de Solidos Sollveis Totais (°Brix) em morangos imersos ou nao

em agua ozonizada em diferentes condi¢des e armazenados a 5 °C
Equacdes de Regressao ajustadas R2

Tratamentos
Testemunha ¥ =6,2177 + 0,0837X - 0,0057X? 0,96
3,43 mg L™ — Imerso 7,5 min ¥ =6,2372 - 0,0754X + 0,0145X? 0,92
0,82

1,90 mg L™ — Imersdo 7,5 min ¥ =6,1972 - 0,0193X + 0,0006X2

Na Figura 7 é apresentada a curva de regressao na qual se relaciona acidez total
titulavel e periodo de armazenamento. Observou-se incremento da acidez total titulavel
depois do nono dia de armazenamento, com valores superiores a 1,0%. No que tange o

94



efeito dos tratamentos na acidez total titulavel (Tabela 6), independentemente do
periodo de armazenamento, em geral a ozonizacdo ndo afetou a qualidade dos
morangos. Ressalta-se que é esperado que morangos com qualidade satisfatdria
apresentem acidez total titulavel minima de 0,80% (KADER, 1991).

1,3 1
® y=1,0423-0,0404X + 0,0067X?

1,2 R?=0,97

0,9 1

0,8

0,0 T T T 1
0 3 6 9

Acidez Titulavel (% acido citrico)

Periodo de armazenamento (dias)

Figura 7 — Curva de regressdo referente a acidez total titulavel (% éacido citrico) em
morangos imersos ou ndo em agua ozonizada em diferentes condi¢des e armazenados a
5°C.

Tabela 6 — Valores médios e desvio padrdo referentes a acidez titulavel de morangos
imersos ou ndo em agua ozonizada em diferentes condi¢bes e armazenados a 5 °C

Tratamentos Acidez Titulavel (% &cido citrico)
Testemunha 1,10+0,14 a

3,43mg L™ 7,5 min 1,10+0,10 a

1,90 mg L™ 7,5 min 1,02 +0,07 a

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

Na Figura 8 sdo apresentadas as curvas de regressdo da relacdo entre Solidos
Soluveis Totais e Acidez Total Titulavel (SST/ATT) em morangos imersos ou ndo em
agua ozonizada em diferentes condicdes e armazenados a 5 °C. Na Tabela 7 encontram-
se as equacOes das regressdes ajustadas e respectivos coeficientes de determinagédo
referentes a relacdo SST/ATT em morangos imersos em &gua ozonizada ou ndo em
diferentes combinagdes e armazenados a 5 °C. Verificou-se decréscimo na relagéo

SST/ATT ao final do armazenamento, sendo que essa tendéncia foi mais acentuada nos
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frutos que ndo foram imersos em agua ozonizada. Estimou-se em 5,14 a relacdo

SST/ATT nos frutos ndo ozonizados.

7,0 - ® Testemunha
O 343mgL”-Imersdo 7,5 min
e A 1,90 mg L™ - Imers&o 7,5 min
- 6,0 &~
'—
<
0 5,5 1
wn
5,0 -
45
0,0 /.( T : ,
0 3 6 9

Periodo de armazenamento (dias)

Figura 8 — Relacdo Sélidos Soluveis Totais e Acidez Total Titulavel (SST/ATT) em
morangos imersos ou ndo em agua ozonizada em diferentes condi¢cdes e armazenados a
5°C.

Tabela 7 — Equacdes de regressao ajustadas e respectivos coeficientes de determinacéo
(R?) referentes a relacdo Solidos Sollveis Totais e Acidez Total Titulavel em morangos
imersos ou ndo em agua ozonizada em diferentes condi¢cdes e armazenados a 5 °C

Tratamentos Equacdes de Regressao ajustadas R2

Testemunha ¥ =5,9650 + 0,1839X - 0,0305X2 0,97
3,43 mg L™ — Imerso 7,5 min y¥'=5,9572 - 0,0315X - 0,0028X2 0,81
1,90 mg L™ — Imersdo 7,5 min y'=5,9907 + 0,0285X - 0,0099X2 0,99

No que se refere a coloracdo da polpa dos frutos, obteve-se diferenca
significativa (p<0,01) em decorréncia da interacdo entre tratamento e periodo de
armazenamento para as variaveis saturagdo (Figura 9 e Tabela 8), tonalidade (Figura 10
e Tabela 9) e diferenca de cor (Figura 11 e Tabela 10). Verificou-se reducdo da
saturacdo de cor na polpa dos frutos em todos os tratamentos, ndo sendo possivel
associar tal comportamento a imersdo em agua ozonizada. Nadas e Garcia (2003)
obtiveram valores de saturagéo e tonalidade de cor inferiores em morangos tratados com
0z0Nio na concentragdo de 1,5 uL L™ e estocados a 2 °C, em comparacdo com frutos
ndo ozonizados. Barth et al. (1995) encontraram valor de tonalidade de cor (h°)

significativamente menor em amoras tratadas com oz6nio depois de 5 dias de
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armazenamento a 2 °C. Quando se analisaram os resultados de diferenca de cor da polpa
dos frutos, observou-se aumento em todos os tratamentos ao longo do armazenamento,
sendo a tendéncia mais acentuada nas polpas dos frutos imersos em &gua ozonizada na

concentracdo de 1,90 com tempo de imersdo de 7,5.

45 1 ® Testemunha
O 343mgL”-Imersdo 7,5 min
e A 1,90 mg L - Imers&o 7,5 min
O 40 -
g
o
1)
)
o
o
1
On
®
S
2
©
wn

0 3 6 9

Periodo de armazenamento (dias)
Figura 9 — Saturacdo de cor (C) em polpa de morangos imersos ou ndo em agua
ozonizada em diferentes condicdes e armazenados a 5 °C.

Tabela 8 — Equacdes de regressdo ajustadas e respectivos coeficientes de determinacéo
(R?) referentes a Saturacdo de cor (C) em polpa de morangos imersos ou nao em agua
ozonizada em diferentes condic¢des e armazenados a 5 °C

Tratamentos Equacdes de Regressao ajustadas R?

Testemunha y = 35,3329 - 0,0934X - 0,1070X? 0,84
3,43 mg L™ — Imerséo 7,5 min y =36,2129 - 0,7816X - 0,0102X? 0,87
1,90 mg L™ — Imersdo 7,5 min ' = 37,1658 + 0,0316X - 0,1506X2 0,91
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Figura 10 — Tonalidade de cor (h°) em polpa de morangos imersos ou ndo em agua
ozonizada em diferentes condicdes e armazenados a 5 °C.

Tabela 9 — Equagdes de regressao ajustadas e respectivos coeficientes de determinagéo
(R?) referentes a Tonalidade de cor (h°) em polpa de morangos imersos ou ndo em agua
ozonizada em diferentes condicdes e armazenados a 5 °C

Tratamentos Equacdes de Regressado ajustadas R2

Testemunha y = 28,2636 + 0,6890X - 0,1138X2 0,33
3,43 mg L™ — Imerso 7,5 min vy = 30,5447 - 0,2884X - 0,0272X? 0,26
1,90 mg L — Imersdo 7,5 min y'=29,1086 + 0,3479X - 0,0688X2 0,14
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Figura 11 — Diferenca de Cor (AE) em polpa de morangos imersos ou ndo em agua
ozonizada em diferentes condic¢des e armazenados a 5 °C.

Tabela 10 — Equacdes de regressao ajustadas e respectivos coeficientes de determinacgéo
(R?) referentes a Diferenca de Cor (AE) em polpa de morangos imersos ou ndo em agua
ozonizada em diferentes condic¢des e armazenados a 5 °C

Tratamentos Equacdes de Regressao ajustadas R?

Testemunha y'=-0,0157 + 1,1829X 0,99
3,43 mg L™ — Imersdo 7,5 min ¥y =0,4154 + 1,2268X 0,98
1,90 mg L™ — Imersdo 7,5 min y'=-0,4192 + 1,5991X 0,99
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4. CONCLUSAO

Pode-se concluir, a partir dos resultados obtidos, que a utilizacdo de &gua
ozonizada é uma importante alternativa para a conservacdo de morangos armazenados
nas condicBes adotadas no trabalho. Em geral, a agua ozonizada foi capaz de reduzir a
contagem de microrganismos, principalmente no que se refere a aerobios mesoéfilos. Em
relacdo a qualidade fisico-quimica dos morangos armazenados, a agua ozonizada, nas
condicdes adotadas, ndo afeta expressivamente a perda de massa fresca, pH, sélidos

solUveis totais, acidez total titulavel, relacdo SST/ATT e variaveis referentes a cor.
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