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RESUMO

SILVA, Marcia Joaquim da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, julho de 2023. Agua
ozonizada em sistema com microbolha na qualidade microbioldgica e fisico-quimica de
alface. Orientador: Ernandes Rodrigues de Alencar. Coorientadoras: Léda Rita D’ Antonino
Faroni ¢ Solimar Gongalves Machado.

A ozonizagdo tem sido estudada na conservagao de produtos agricolas. O ozdnio pode ser
aplicado na forma gasosa ou como agua ozonizada. Este trabalho teve como objetivo
determinar a qualidade microbioldgica e fisico-quimica da alface tratada com agua ozonizada
obtida em sistema com microbolhas durante o armazenamento. O trabalho foi dividido em
duas etapas. A primeira etapa correspondeu ao experimento 1, composto por quatro
tratamentos: tratamento controle (alface ndo tratada); exposi¢do ao o0zdénio por 5 min;
exposicao do oxigénio por 5 min; e exposicao ao sanitizante comercial clorin por 15 min. No
Experimento 1, o processo de ozonizagao da dgua no sistema de microbolhas e o tratamento
das amostras de alface ocorreram simultaneamente. O experimento 2 correspondeu a segunda
etapa do trabalho e foi constituido por seis tratamentos: tratamento controle (alface ndo
tratada); exposicado ao o0zOnio por 5 min; exposi¢ao ao 0zdénio por 10 min; exposi¢do ao
oxigénio por 5 min; exposi¢cdo ao oxigénio por 10 min; e exposi¢cdo ao sanitizante comercial
clorin por 15 min. No experimento 2, obteve-se primeiramente a 4gua ozonizada. Em seguida,
efetuou-se a imersao das amostras de alface na dgua ozonizada. Adotou-se o delineamento
experimental inteiramente casualizado. As andlises microbioldgicas e fisico-quimicas foram
realizadas imediatamente apds a ozonizacdo (dia 0) e depois de 3 e 6 dias de armazenamento.
Foram analisadas a perda de massa fresca, o teor de solidos soluveis totais, o pH, a acidez
total tituldvel, a cor, o teor de clorofila e extravasamento de eletrdlitos. Depois dos
tratamentos, a alfaces foram armazenadas a 5 °C e umidade relativa de 80%. No experimento
1, apesar de ter sido verificada redu¢do na contagem de mesofilos aerébios, especialmente
imediatamente depois da ozonizagdo, verificou-se alteragdo expressiva da cor da alface, o que
afeta a comercializagdo do produto. No Experimento 2, verificou-se redugdo expressiva da
carga microbiana nas amostras de alface, com alteracdes na cor minimizadas. Apesar do
aumento expressivo do extravasamento de eletrolitos, principalmente quando se adotou tempo
de exposi¢do a agua ozonizada de 10 min, considerou-se que as condicdes adotadas no

Experimento 2 favorecem a conservagdo da alface, sem provocar alteragdes que tornam o



produto ndo comercializavel. Os resultados obtidos no presente estudo permitem concluir que
¢ viavel utilizar 4gua ozonizada obtida em sistema com microbolhas na conservacao de alface.

Entretanto, ¢ adequado obter primeiramente a dgua ozonizada e, em seguida, efetuar a

imersao do produto.

Palavras-chave: Ozo6nio. Lactuca sativa L. Controle de microrganismos. Armazenamento.



ABSTRACT

SILVA, Marcia Joaquim da, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, July, 2023. Ozonated
water in a microbubble system in the microbiological and physicochemical quality of
lettuce. Adviser: Ernandes Rodrigues de Alencar. Co-advisers: Léda Rita D’ Antonino Faroni
and Solimar Gongalves Machado.

Ozonation has been studied in the conservation of agricultural products. Ozone can be applied
in gaseous form or as ozonated water. This work aimed to determine the microbiological and
physicochemical quality of lettuce treated with ozonated water obtained in a system with
microbubbles during storage. The work was divided into two stages. The first stage
corresponded to experiment 1, composed of four treatments: control treatment (untreated
lettuce); exposure to ozone for 5 min; oxygen exposure for 5 min; and exposure to the
commercial sanitizer chlorin, for 15 min. In Experiment 1, the process of ozonation of water
in the microbubble system and the treatment of lettuce samples occurred simultaneously.
Experiment 2 corresponded to the second stage of the study and consisted of six treatments:
control treatment (untreated lettuce); exposure to ozone for 5 min; exposure to ozone for 10
min; exposure to oxygen for 5 min; exposure to oxygen for 10 min; and exposure to the
commercial sanitizer, chlorin, for 15 min. In experiment 2, ozonated water was first obtained.
Then, the lettuce samples were immersed in ozonated water. A completely randomized
experimental design was adopted. Microbiological and physicochemical analyses were
performed immediately after ozonation (day 0) and after 3 and 6 days of storage. Fresh mass
loss, total soluble solids content, pH, total titratable acidity, color, chlorophyll content, and
electrolyte leakage were analyzed. After the treatments, the lettuces were stored at 5 °C and
relative humidity of 80%. In experiment 1, although there was a reduction in the aerobic
mesophilic count, especially immediately after ozonation, there was a significant change in
the color of the lettuce, which affects the commercialization of the product. In Experiment 2,
there was a significant reduction in the microbial load in lettuce samples, with minimized
color changes. Despite the significant increase in electrolyte leakage, especially when
exposure time to ozonated water of 10 min was adopted, it was considered that the conditions
adopted in Experiment 2 favor the conservation of lettuce, without causing changes that make
the product non-marketable. The results allowed in the present study allow us to conclude that

it is feasible to use ozonated water obtained in a system with microbubbles in the



conservation of lettuce. However, it is appropriate to obtain the ozonated water first and then

immerse the product.

Keywords: Ozone. Lactuca sativa L. Control of microorganisms. Storage.
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1. INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) é uma hortali¢a folhosa pertencente a familia Asteraceae,
destacando-se como uma das principais hortalicas da alimentagdo humana, normalmente
consumida na forma de salada (MARTINEZ et al., 2016; DAS; BHATTACHARIJEE, 2020;
HAMEED et al., 2023). As cultivares de alface variam quanto as cores, tamanhos, formatos e
grupos. Os principais grupos sao divididos entre alface crespa e romana e as folhas podem se
apresentar nas cores verde, vermelho, semi-vermelho e roxo (KIM et al., 2016).

Além de ser pouco calorica, a alface também contem nutrientes como calcio, fosforo,
potassio, vitaminas A e K e provitamina A (MARTINEZ et al., 2016; DAS;
BHATTACHARIEE, 2020; YANG et al.,, 2022). As folhas de alface também possuem
fitonutrientes e pigmentos fotossintéticos importantes para a nutri¢do e prevengao de estresse
oxidativo, como a clorofila, carotendides, tocoferdis, flavonoides e acidos fenolicos (YANG
et al., 2022). Os maiores produtores e consumidores de alface sdo os Estados Unidos e China,
seguidos por Espanha, Itdlia e Brasil (MENDES et al., 2020). No Brasil, a maior producdo de
alface concentra-se nas regioes Sul e Sudeste, sendo os estados de Sao Paulo, Parana e Minas
Gerais, os principais produtores dessa hortalica (DEMARTELAERE et al., 2020; CONAB,
2022).

As folhas de alface sdo altamente pereciveis, o que implica, em geral, na
comercializacdo proxima a regido de producdo. Ressalta-se que as seguintes etapas fazem
parte do manuseio de hortalicas folhosas: colheita, limpeza e sanitizagdo, embalagem,
transporte e comercializagdo (PALTRINIERI, 2014). No Brasil, ¢ fundamental que o
manuseio pods-colheita desta hortalica seja aprimorado, especialmente em decorréncia da
demanda dos consumidores por alimentos saudaveis e seguros. Tendo em vista que, o
consumo de alimentos frescos pode ser um fator de risco para a transmissdo de patdogenos
transmitidos por alimentos (GIBSON et al. 2019). No que se refere a seguranca no cuidado da
alface ¢ essencial o controle de microrganismos, sobretudo aqueles classificados como
patogénicos.

A sanitiza¢do das folhas de alface ¢ uma tarefa fundamental na fase de pds-colheita.
Dentre os sanitizantes quimicos mais utilizados para o tratamento de alface, estdo os produtos
comerciais a base de cloro, por serem relativamente baratos e de facil acesso e manuseio
(COELHO et al., 2015). Contudo, os sanitizantes a base de cloro possui como subprodutos os

compostos organoclorados, os trihalometanos (THMs) e os acidos haloacéticos (HAAS),
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considerados toxicos, mutagénicos e cancerigenos aos consumidores (PASCUAL et al., 2007,
COELHO et al., 2015).

A ozonizagdo tem sido estudada como método alternativo aos sanitizantes
convencionais para o controle de microrganismos em alimentos, inclusive os patogénicos
(PANDISELVAM et al., 2020). O ozoénio pode ser aplicado em alimentos na forma gasosa ou
em meio aquoso (dgua ozonizada) (SHARMA; DEMIRCI, 2003; OLIVEIRA et al., 2020;
PANDISELVAM et al., 2020). Este sanitizante ¢ classificado como um GRAS (Generally
Recognized as Safe), pelo United States Department of Agriculture (USDA), pela capacidade
de se converter novamente em oxigénio (O2) apds a aplicagdo, evitando a presenga de
residuos toxicos nos produtos e no ambiente (DUBEY et al., 2022; PANDISELVAM et al.,
2022).

E importante mencionar que diversas variaveis influenciam a concentragio do ozonio
na agua, tais como temperatura, concentragao de matéria organica ¢ pH (GRAHAM et al.,
1997). A inativacdo de microrganismos utilizando agua ozonizada depende diretamente da
quantidade de 0zdnio dissolvido nela. A temperatura da 4gua, além da concentragdo de ozonio
injetada, deve ser observada para que se obtenha quantidade desejada do gas solubilizado. A
concentragdo de o0z6nio presente na agua ozonizada ¢ inversamente proporcional a
temperatura dela, bem como ¢ diretamente proporcional a quantidade de gés injetado
(USEPA, 1986). A solubilidade do 0zénio em agua aumenta com a reducdo da temperatura
(KIM et al., 2003). Tem-se ainda que temperatura elevada, hidroxidos e peroxidos aceleram a
decomposi¢ao do ozénio (COELHO et al., 2015; SILVA et al., 2011).

A utilizagdo da 4gua ozonizada pode ser uma alternativa para controle de
microrganismos em alimentos com caracteristicas similares as da alface. A efetividade do
ozoOnio, ja foi comprovada sobre diferentes grupos de microrganismos, tais como bactérias,
fungos filamentosos, leveduras e virus (NATHA et al.,, 2014; OLIVEIRA et al., 2020;
KAAVYA et al,, 2021; REZENDE et al., 2022). O potencial do 0zonio na sanitizagdo das
alfaces, ja foi comprovado na reducdo da incidéncia de bacteria aerdbios mesofilos e
enterobactérias, coliformes totais, coliformes termotolerantes e bolores e leveduras
(CAVALCANTE et al., 2015), E. coli O157:H7 e Bacillus subtilis (SINGH et al., 2002;
CAVALCANTE et al. 2014).

Estudos sobre o uso de ozonio na pos-colheita de hortaligas ainda sdo escassos,
especialmente utilizando agua ozonizada em sistema com microbolhas. E possivel utilizar
difusor em sistema convencional ou gerador de microbolhas para obter agua ozonizada (RICE

et al, 2009). Salienta-se que o tipo de dispositivo utilizado para obter a dgua ozonizada
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influencia diretamente o tamanho das bolhas, sendo que as microbolhas sdo bolhas que se
destacam por apresentarem didmetro da ordem de dezenas de um (CHU et al., 2007). E
importante mencionar que as caracteristicas das bolhas estdo diretamente relacionadas a area
de superficie, e consequentemente a transferéncia de massa de ozonio e a distribuicdo de
espécies reativas de oxigénio (MITANI et al., 2005; PANTEGE et al., 2019).

Diante do exposto, objetivou-se com o presente estudo determinar a qualidade
microbiolégica e fisico-quimica da alface tratada com agua ozonizada obtida em sistema com

microbolhas durante o armazenamento.
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Obtencio e selecio inicial da alface

O trabalho foi realizado no Laboratorio de Processamento e Armazenamento de
Produtos Agricola, do Departamento de Engenharia Agricola — DEA, na Universidade Federal
de Vigosa Minas Gerais. Utilizou-se alface crespa proveniente de produtor do municipio de
Vicosa, MG. Apo6s a colheita, as alfaces foram transportadas imediatamente para o local de
realizacdo dos experimentos. Os pés de alface foram selecionados conforme a uniformidade
da cor e tamanho, retirando-se folhas com lesdes. Em seguida cada pé de alface foi lavado

com agua corrente, durante 20 s para retirada de residuos de solo ou outras sujidades.

2.2. Obtencio e quantificaciio do gas ozonio

O gés ozonio foi obtido por um gerador de ozonio, modelo M10® (myOZONE,
Jaguaritna, Sdo Paulo, Brazil) com capacidade de producdo de 10 g h!, baseado em descarga
de barreira dielétrica-DBD). O oxigénio utilizado no processo de produgdo do gis ozonio,
apresentava pureza de 90% e foi oriundo de um concentrador de oxigénio modelo EverFlo™
OPI 5LPM (Philips Respironics Inc., México). A vazdo volumétrica do processo de
ozonizagdo foi de 1,0 L min!, aferida por medidor de vazio modelo MF5700® (Siargo Ltd,
Chengdu, Sichuan, China). A quantificagdo das concentragdes de ozonio foi feita pelo método
iodométrico de titulagdo indireta (RAKNESS et al., 1996), de acordo com a International
Ozone Association (IOA).

2.3. Condicoes de tratamento das amostras de alface

Os tratamentos analisados no trabalho foram definidos, baseando-se em resultados de
testes preliminares. Na Figura 1 ¢ apresentado os esquemas experimentais adotados na
pesquisa. A pesquisa foi dividida em duas etapas. A primeira etapa correspondeu ao
experimento 1, composto por quatro tratamentos: tratamento controle (alface ndo tratada);
exposi¢cdo ao 0zOnio por 5 min; exposicao do oxigénio por 5 min; € exposicdo ao sanitizante
comercial clorin por 15 min (Figura 1). O experimento 2 correspondeu a segunda etapa do
trabalho e foi constituido por seis tratamentos: tratamento controle (alface ndo tratada);
exposi¢do ao 0zOnio por 5 min; exposi¢cao ao 0zonio por 10 min; exposi¢ao ao oxigénio por 5
min; exposi¢cdo ao oxigénio por 10 min; e exposi¢cdo ao sanitizante comercial clorin por 15

min (Figura 1).
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Experimento 1 Experimento 2
Oz6nio/5 min Oxigénio/5 min Gz0nin/s min Oxigénio/S min
Ozonio/10 min ioéni i
Clorin/15 min Controle Oxigénio/10 min
Clorin/15 min Controle

Figura 1. Esquema dos experimentos 1 e 2 da alface.

Para o tratamento das amostras de alface com agua ozonizada, com oxigénio € com
clorin, utilizou-se um tanque quadrado modelo myOZONE (Jaguariuna, Sao Paulo, Brazil)
com capacidade para 30 L (53,0 cm comprimento x 19,5 cm largura x 26,5 cm altura) (Figura
2). O tanque era preenchido com 15 L de agua destilada para o tratamento das hortaligas,
realizando-se a imersao de 4 pés de alface por vez. A 4gua do tanque era trocada a cada nova
imersao. O ozodnio e o oxigénio foram incorporados na agua através de um gerador de
microbolha modelo MB600® (myOZONE, Jaguariuna, Sao Paulo, Brasil) (Figura 2). Antes
da imersao das hortaligas, 0 0z6nio ou o oxigénio eram injetados na dgua por 10 min. Apds o
periodo de inje¢do, o sistema de microbolha permaneceu ligado durante o tratamento com
ozOnio e oxigénio apenas no primeiro experimento. No experimento 1, a concentracdo de
entrada do gas ozonio foi de 20 mg L!, que permitiu a obtencdo de 4,84 mg L' de 0zénio em
4gua. No experimento 2, a concentragio de entrada do gis ozonio foi fixada em 3,5 mg L,
que permitiu a obtengdo de 1,60 mg L™ de 0zdnio na dgua, depois de 18 min. Decorrido esse
periodo, o sistema de ozonizagdo era desligado e efetuava-se a imersdo das amostras de alface
na agua. Para o tratamento com clorin, 7,5 comprimidos do produto comercial foram
dissolvidos na dgua, seguindo as recomendagdes descritas pelo fabricante, sendo 1
comprimido para cada 2 litros de 4gua, de modo a obter 100 ppm de de cloro ativo. Durante o
processo de tratamento com o0zOnio, oxigénio e clorin, a temperatura da dgua foi mantida

continuamente em 5 °C.
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Figura 2. Esquema experimental adotado no tratamento das alfaces, com a disposi¢ao dos
equipamentos para realizagdo da ozonizagdo da dgua, com incorporagdo de 0zonio a partir de

um gerador de microbolha

2.4. Armazenamento das alfaces apds os tratamentos

Apds o processo de tratamento das alfaces, as amostras foram alocadas em
embalagens de poliestireno (35 cm x 44,5 cm), pesadas e identificadas de acordo com os
tratamentos. As amostras foram armazenadas por seis dias em camara climatica tipo BOD, na
temperatura de 5 °C e umidade relativa de 80%. as analises microbioldgicas e fisico-quimicas
das amostras de alface foram realizadas imediatamente apos a ozonizagdo e decorridos de trés
e seis dias de armazenamento, exceto para a perda de massa fresca, que foi avaliada

diariamente no experimento 2.

2.5. Analises microbiologicas

Nas analises microbiologicas, foram determinadas as contagens de mesofilos aerobios
e de bolores e leveduras. Em cada repeticdo, retirava-se aleatoriamente 10 g de alface, com
auxilio de uma forma metélica circular de 5 cm de didmetro. Os cortes eram realizados na
regido das folhas contendo as nervuras, dispensando-se os talos. Para a desinfeccdo das
bandejas que acondicionavam os discos foliares de alface e de todos os utensilios metalicos

utilizados durante as andlises microbiologicas, foi utilizado o alcool 70%. Os discos foliares
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eram transferidos para sacos plésticos esterilizados, macerados manualmente e diluidos em 90
mL de solugdo salina 20% (diluigdo 107!), previamente esterilizada para obtencdo das
dilui¢des posteriores.

No experimento 1, considerou-se as dilui¢des 102, 10> e 10 e 107 para mesofilos
aerobios e de 102, 107 e 10 para bolores e leveduras. No experimento 2, as dilui¢des foram
de 1073, 10* e 107 ¢ 107 para mesofilos aerdbios totais e de 102, 10 e 10™ para bolores e
leveduras. Para contagem de mesofilos aerobios, utilizou-se meio de cultura Agar Padrdo para
Contagem (PCA)) e os bolores e leveduras, em meio de cultura Batata Dextose Agar (BDA)
acidificado com 4cido tartarico 10%. O plaqueamento ocorreu em camara de fluxo laminar
vertical modelo PCR FLV-1266/4 (Filterflux, Piracicaba, Sao Paulo, Brasil). As placas para
mesofilos foram incubadas por 48 h a 35 °C e as placas de bolores e leveduras por 120 h a 25

°C. Os resultados finais foram expressos em log UFC g™!.

2.6. Analises fisico-quimicas

Na avalia¢do da qualidade fisico-quimica foram determinados a perda de massa fresca,
o teor de solidos soluveis totais, o pH, a acidez total titulavel, a cor, teor de clorofila e
extravasamento de eletrdlitos. Para a determinacao do teor de sélidos soluveis totais, do pH e
da acidez total titulavel as amostras foram processadas em Mixer-processador de alimentos

modelo RI1341 (Philips Walita, China).

2.6.1. Perda de massa fresca

A perda de massa fresca foi determinada considerando-se a diferenca entre a massa
inicial (Mi) de cada amostra no inicio do experimento (dia 0) e aos 1, 2, 3, 4, 5 ¢ 6 dias de
armazenamento (Mf) (Equacdo 1). A pesagem foi feita a cada dia avaliativo em balanga de
precisdo, modelo BK 8000 (Gehaka, Sao Paulo, Brasil). Os resultados da perda de massa
fresca foram expressos em porcentagem (%).

Mi—-M
Mi

Perda de Massa (%) = ! 100 Equagdo 1.
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2.6.2. Solidos soluveis totais (°Brix)

Para quantificag@o do teor de sélidos soluveis totais utilizou-se um refratdmetro digital
modelo Poket Refractometer PAL-3 (Atago, Téquio, Japao), realizando-se quatro leituras por

repeticao (IAL, 2008).

2.6.3. pH

O pH foi determinado em pHmetro digital portatil modelo K39-0014PA (Kasvi, Sdo
José dos Pinhais, Brasil), em solugao contendo 5 g de folha triturada e 50 mL de agua

destilada (IAL, 2008).

2.6.4. Acidez total titulavel

A acidez total titulavel foi determinada pelo método da potenciometria. Utilizou-se
aproximadamente 5,0 g de amostra previamente triturada e homogeneizada em 50 mL de 4gua
destilada. Na titulagdo, utilizou-se solucao de hidroxido de sédio (NaOH 0,1) até o pH da

solugdo atingir 8,2. Os resultados finais expressos em % de acido citrico por 100 g de amostra.

2.6.5. Cor

As leituras de cor foram feitas aleatoriamente em quatro pontos da parte abaxial das
folhas, na regido contendo as nervuras. Para obtencao das coordenadas L*, a* e b* do sistema
Hunter, utilizou-se nas leituras o colorimetro digital modelo CR-400 (Konica Minolta,
Téquio, Japao). Conhecendo-se as coordenadas L*, a* e b*, foi possivel calcular a diferenca
de cor (AE*) (Equacdo 2), tonalidade de cor (h*) (Equacdo 3) e saturacdo de cor (C*)

(Equagao 4), de acordo com a Commission International de L’Eclairage (CIE, 2004).

AE* = (I — Ly)? + (a* — ag)? + (b* — b})? (Equagdo 2)

b*> (Equagdo 3)

h* = arctan (—
g 7

C* = /(@2 +b*?) (Equagao 4)
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Em que: L* = mensuravel em termos de intensidade branco a preto; a* = mensurdvel em
termos de intensidade vermelho e verde; b* = mensuravel em termos de intensidade amarelo e

azul; ao, bo e Lo correspondem a coordenadas obtidas no tempo 0.

2.6.6. Clorofila

O teor de clorofila (Cl) foi determinado baseado na metodologia descrita por Aratjo
(2014), com adaptagdes. Discos de alface com 0,8 mm de diametro foram retirados entre as
nervuras primarias e¢ secundarias das folhas, até¢ atingirem 0,3 g. O discos foliares eram
transferidos para tubos de vidro contendo 0,5 mL de solugdo de acetona e agua destilada, nas
proporgdes de 80:20 v/v. Os tubos foram incubados em ambiente escuro por 24 h em
temperatura ambiente. Apds o periodo de incubacao, o material sobrenadante era utilizado nas
leituras de absorbancia em cubeta de quartzo, adotando-se os comprimentos de onda de 647
nm para a clorofila a e de 664 nm para a clorofila b. O teor de clorofila (Cl) foi determinado
por espectrofotometria, em espectrofotdmetro modelo Cirrus 80 ST (Femto, Sdo Paulo
capital, Sdo Paulo, Brasil). Ao final, realizou-se o calculo para obten¢do dos teores de clorofila
e os resultados finais foram expressos inicialmente em mg L' (Equagio 5) e posteriormente

em mg g! (Equacio 6).

Cl(mg L™)=17,9%Ag47+8,08* Ages.5 (Equagio 5)

Cl (mg L'l)* 0,05)) (Equagao 6)

Cl D=
(mg g”) massa dos discos

2.6.6. Extravasamento de eletrolitos

O extravasamento de eletrolitos (EL) foi determinado seguindo-se metodologia
descrita por LIMA et al. (2002). Dez discos foliares de 0,8 mm de diametro foram cortados
entre as nervuras primarias e secundarias das folhas e transferidos para béqueres contendo 20
mL de 4gua destilada. Os béqueres foram incubados por 6 h a temperatura ambiente. A
condutividade elétrica inicial (L1) do liquido de suspensdo foi lida em condutivimetro digital
modelo mCA 150 (TECNOPON). Posteriormente, os béqueres foram vedados com filme PVC
(Policloreto de Vinila) e submetidos a aquecimento em banho maria modelo SP-152, na
temperatura de 90 °C por 1,0 h. Apds o resfriamento em temperatura ambiente por 10 min, foi
feita a leitura da condutividade elétrica final (L2). O extravasamento de eletrolitos foi

calculado a partir da Equagdo 7, com os resultados expressos em porcentagem.
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L1 E 3
Bl = E*lOO (Equacao 7)
Em que EL% corresponde ao percentual de extravasamento de eletrolitos, L1 corresponde a

condutividade elétrica inicial e L2 a condutividade elétrica final.
2.7. Analises estatisticas

Adotou-se o delineamento experimental inteiramente casualizado (DIC) com quatro
repeticdes para o experimento 1 e trés repeticdes para o experimento 2. O experimento 1 foi
feito em esquema fatorial 4 x 3 (quatro tratamentos x trés tempos de armazenamento). O
experimento 2 foi realizado em esquema fatorial 6 x 3 (seis tratamentos x trés tempos de
armazenamento), exceto para a variavel perda de massa fresca, em que foram realizadas
pesagens diariamente, considerando-se seis tempos de armazenamento. Inicialmente realizou-
se analise de variancia, e posteriormente teste de Tukey. No teste de Tukey adotou-se o nivel

de significancia de 5%, utilizando-se o software Sisvar 5.6.
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3. RESULTADOS

3.1 Experimento 1
3.1.1 Analises microbioldégicas

Obteve-se variagdo significativa (p<0,05) em decorréncia da interacdo entre
tratamento e periodo de armazenamento para a contagem de meso6filos aerdbio e de bolores e
leveduras. Os valores médios referentes as contagens de mesofilos aerdbios e bolores e
leveduras sdo apresentados na Tabela 1. No que tange ao mesofilos aerobios, destaca-se a
diferenga verificada no inicio do armazenamento (dia 0), quando se comparou o tratamento
controle (6,57 + 0,49 log UFC g!) com o tratamento com 4dgua ozonizada por 5 min (5,23 +
0,51 log UFC g). Dessa forma, obteve-se reducio na contagem de mesoéfilos aerdbios de
aproximadamente 1,4 ciclos log. Por outro lado, a exposi¢cdo ao clorin por 15 min ndo
ocasionou redugdo significativa (p>0,05) na contagem de meso6filos aerdbios imediatamente
depois do tratamento, quando se comparou com o controle. Deve-se destacar, entretanto, que
as contagens de meséfilos aerobios permaneceram inferiores 5,80 log UFC g”!, no tratamento
com clorin, durante o periodo de armazenamento. Por outro lado, verificou-se contagem de
mesdfilos aerobios de 6,57 = 0,60 log UFC g!, no sexto dia de armazenamento, nas amostras
tratadas com agua ozonizada por 5 min.

No que se refere a contagem de bolores e leveduras, o tratamento com dgua ozonizada
ocasionou reducgdo significativa (p>0,05), no que se refere ao controle desse grupo de
microrganismos (Tabela 1), com reducdes inferiores a 1,0 ciclo log, em comparagdo com o

tratamento controle.
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Tabela 1. Contagem de mesofilos aerdbios e de bolores e leveduras totais em alface exposta

ou ndo a agua ozonizada e armazenada a 5 °C e 80% de umidade relativa por até seis dias

Mesoéfilos aerdbios totais (log UFC g™)

Tratamentos Tempo de armazenamento em dias
0 3 6

Controle 6,57 £ 0,49 Aa 6,50+ 0,37 ABa 6,85 +0,43 Aa
Oz6nio/5 min 5,23+0,51 Bb 5,66 + 0,34 Bab 6,57 £ 0,60 ABa
Oxigénio/5 min 5,94 + 0,33 ABa 6,79 £ 0,48 Aa 6,67 +£0,28 ABa

Clorin/15 min 5,79 £ 0,24 Aba 5,72+0,98 Ba 5,75+£0,90 Ba

Tratamentos Bolores e leveduras totais (log UFC g™)

Controle 4,75+ 0,45 Aa 4,26 £ 0,59 Aa 4,22 +£0,60 Aa

Oz6nio/5 min 3,90 £ 0,06 Aa 4,04 £1,14 Aa 3,52+ 0,00 Ab

Oxigénio/5 min 4,02+0,13 Aa 4,34 +£0,79 Aa 3,62+0,16 Aa

Clorin/15 min 4,02 + 0,00 Aab 4,62 £0,00 Aa 3,56 +£0,06 Ab

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e minuscula na linha, ndo se diferem entre si, pelo teste de

Tukey a 5% de significancia.

3.1.2 Solidos soluveis totais, pH e acidez total titulavel

Verificou-se variacao significativa (p<0,05) devido interagdo entre tratamento e
periodo de armazenamento quando analisadas as varidveis teor de solidos soluveis totais e pH.
Sao apresentados na Tabela 2 os valores médios para de teor de solidos soluveis totais (°Brix),
pH e acidez total titulavel (%) nas amostras de alface tratadas ou ndo com agua ozonizadas.
Com relacdo ao teor de s6lidos soluveis totais, em geral, os maiores valores foram observados
nas amostras dos tratamentos controle e com oxigénio por 5 min. Salienta-se que no controle
foi observada reducdo do teor de solidos soluveis totais ao longo do armazenamento. Quanto
ao pH, em geral, houve elevagdo do valor médio no terceiro dia de armazenamento, com
posterior redugdo, exceto para o tratamento com clorin. No tratamento com clorin, ndo foi
observada variagao significativa (p>0,05) durante o armazenamento. No que se refere a acidez
titulavel, ndo foi verificada diferencas significativas em nenhum dos tratamentos durante o

armazenamento, com os valores médios permanecendo entre 0,07% e 0,09%.
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Tabela 2. Sélidos soluveis totais, potencial hidrogenidnico e acidez total titulavel de alface

exposta ou ndo a agua ozonizada e armazenada a 5 °C e 80% de umidade relativa por até seis

dias
Tratamentos Teor de solidos soluveis totais (°Brix)

Controle 5,34+ 0,23 Aa 4,55 +£0,55 Ab 4,44 £0,42 Ab
Oz6nio/5 min 3,79 +0,13 Ba 3,93+0,19 Ba 3,50+ 0,17 Ba
Oxigénio/5 min 3,77 £0,09 Ba 4,15+0,26 ABa 4,01 +0,37 ABa
Clorin/15 min 3,86 + 0,08 Ba 3,73+0,38 Ba 3,85+0,37 Ba

Tratamentos pH
Controle 5,90 £ 0,00 Ab 6,08 +0,11 Aa 5,95+0,12 Ab
Oz6nio/5 min 5,85+0,04 Ab 6,08 + 0,06 Aa 5,88 £ 0,02 Ab
Oxigénio/5 min 5,87 +0,03 Ab 6,05+0,07 Aa 5,91 £0,06 Ab
Clorin/15 min 5,93 £0,02 Aa 6,02 £0,08 Aa 5,93 £0,02 Aa
Tratamentos Acidez total titulavel (%)

Controle 0,09 + 0,02 Aa 0,08 £0,02 Aa 0,09 £0,02 Aa
Oz6nio/5 min 0,09 £ 0,00 Aa 0,08 £0,02 Aa 0,08 £0,02 Aa
Oxigénio/5 min 0,08 £0,01 Aa 0,07 £0,01 Aa 0,09 £0,01 Aa
Clorin/15 min 0,08 +£0,01 Aa 0,07+ 0,01 Aa 0,08 £0,01 Aa

Meédias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e minuscula na linha, ndo se diferem entre si, pelo teste de

Tukey a 5% de significancia.

3.1.3 Cor

Verificou-se variacdo significativa da diferenga de cor (Dif*), tonalidade de cor (h*) e
saturacao de cor (C*) das alfaces em decorréncia da interacdao entre tratamento e periodo de
armazenamento (Tabela 3). No que se refere a diferenca de cor, destaca-se que os menores
valores foram obtidos nas amostras expostas ao oxigénio 5 min e clorin por 15 min,
imediatamente depois da ozonizagdo (tempo zero) e apo6s trés dias de armazenamento. Quanto
a tonalidade de cor, apesar de ter sido observada variacdo significativa, as diferencas,
inclusive durante o armazenamento, ndo foram consideradas expressivas. Com relagdo a
saturacdo, de cor, destaca-se o menor valor médio obtido nas amostras tratadas com agua
ozonizada por 5 min (15,63 £+ 2,27) no terceiro dia de armazenamento, sendo inferior aos
valores obtidos nos demais tratamentos. E importante mencionar que foi observado

visualmente alteracdo na cor das amostras de alface expostas ao 0zonio no Experimento 1.
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Verificou-se escurecimento da alface ozonizada, especialmente no terceiro e no sexto dia de
armazenamento. Essa alteracdo de cor certamente inviabiliza a comercializagdo do produto.

Tabela 3. Diferenca de cor, tonalidade de cor e saturacdo de cor de alface exposta ou ndo a

agua ozonizada e armazenada a 5 °C e 80% de umidade relativa por até seis dias

Diferenga de cor (Dif*)
Tratamentos Tempo de armazenamento em dias
0 3 6
Controle 4,18 £5,05 Ab 9,58 + 8,06 ABa 9,37 £8,97 Aa
Oz06nio/5 min 6,07 +2,14 Aa 9,98 +3,45 Aa 7,69 +1,13 Aa
Oxigénio/5 min 4,20 +£0,39 Ab 6,34 + 1,86 ABab 9,42 +1,73 Aa
Clorin/15 min 4,50 £4,72 Aa 4,84 £+4,97 Ba 7,97 £10,27 Aa
Tratamentos Tonalidade de cor (h*)
Controle 122,70 £ 0,19 Aab 122,94 £0,37 Aa 121,91 £0,90 Ab

Oz6nio/5 min 121,78 £ 0,32 Aa 121,37+0,37 Ba 121,91 £ 0,90 Aa

Oxigénio/5 min 121,98 £0,24 Aa 122,40+ 0,17 ABa 122,67 £0,68 Aa

Clorin/15 min 122,14+ 0,41 Aa 121,92 +0,81 ABa 122,02 +0,73 Aa
Tratamentos Saturagdo de cor (C*)

Controle 22,14 £ 0,94 Aa 19,68 £ 1,86 Aab 18,93 £2,55 Ab

Oz6nio/5 min
Oxigénio/5 min

Clorin/15 min

20,91 £0,35 Aa
22,13 +£0,96 Aa
23,51 +£0,58 Aa

15,63 £2,27 Bb
20,07 £ 0,60 Aa
21,69 +1,28Aab

18,93 £2,55 Aa
17,02 £0,71 Ab
20,08 £2,96 Ab

Meédias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e mindscula na linha, ndo se diferem

entre si, pelo teste de Tukey a 5% de significancia.

3.1.4 Teor de clorofila e extravasamento de eletrolitos

Na Tabela 4 sdo apresentados os valores médios do teor de clorofila foliar (mg g') e
extravasamento de eletrdlitos (%). Foram verificados efeitos significativos devido a interagdo
entre tratamento e periodo de armazenamento para as duas varidveis (p<0,05). Observou-se
redugdo significativa (p<0,05) do teor de clorofila no terceiro dia, em compara¢do com o
inicio do armazenamento (tempo 0) em todos os tratamentos exceto no controle.

Posteriormente observou-se elevagdao do teor de clorofila. Quanto ao extravasamento de
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eletrolitos, destaca-se o maior valor observado na alface ozonizada por 5 min (30,91 + 7,74%)
no inicio de armazenamento, com valores médios permanecendo superiores a 20% no terceiro
e no sexto dia. Por outro lado, no controle, obteve-se valor médio inicial igual a 9,44 + 0,63%,
com elevacdo ao longo do armazenamento. Tendéncia similar foi observada quando se

utilizou clorin por 15 min.

Tabela 4. Teor de clorofila foliar e extravasamento de eletrdlitos em alface exposta ou nao a

agua ozonizada e armazenada a 5 °C e 80% de umidade relativa por até seis dias

Teor de clorofila foliar (mg g™')

Tratamentos Tempo de armazenamento em dias
0 3 6

Controle 5,60+ 0,09 Aa 2,64 £0,50 Ab 5,18 +0,20 Aa
Oz06nio/5 min 5,05+0,31 Aa 1,65+0,41 Bb 5,81 +1,14 Aa
Oxigénio/5 min 4,85+0,31 Aa 1,62 + 0,49 Bb 5,55+0,35 Aa
Clorin/15 min 4,72 £0,07 Aa 2,09 £0,49 ABb 5,24+ 0,30 Aa

Tratamentos Extravasamento de eletrélitos (%)
Controle 9,44 +0,63 Bb 15,79 £2,08 Aa 19,04 +£0,73 Aa
Oz6nio/5 min 30,91 +£7,74 Aa 20,43 £5,93 Ab 20,35+4,02 Ab
Oxigénio/5 min 15,51 £ 0,88 Ba 16,88 + 1,06 Aa 16,85+ 1,67 Aa
Clorin/15 min 10,63 + 1,30 Bb 16,23 +2,77 Aab 20,64 + 3,52 Aa

Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna e mintscula na linha, ndo se diferem

entre si, pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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3.2 Experimento 2

3.2.1 Analises microbioldgicas

Houve variagdo significativa (p<0,05) na contagem de mesofilos aerdbios na alface em
decorréncia da interagdo entre tratamento e periodo de armazenamento. Tem-se na Tabela 5
os valores médios referentes a contagem de mesofilos aerdbios totais e de bolores e leveduras
na amostras de alface tratadas ou ndo com agua ozonizada e armazenadas por até seis dias, a 5
°C e 80% de umidade relativa. Verificou-se que a agua ozonizada ocasionou reducdo na
contagem de mesofilos aerdbios em relacdo ao controle, sendo equivalentes a 0,71 ¢ 1,59
ciclos log, para tempos de exposi¢ao de 5 ¢ 10 min, respectivamente, imediatamente depois
dos tratamentos. Por outro lado, o tratamento com clorin por 15 min implicou em redugdo de
1,41 ciclo log na contagem de mesofilos aerobios na alface. Salienta-se que a contagem de
mesofilos aerdbios na alface ozonizada por 5 min permaneceeu imferior a 5,9 log UFC g!.
Todavia, quando adotado tempo de exposi¢do a dgua ozonizada de 10 min, a contagem de
mesdfilos aerdbios foi igual a 6,99 + 0,80 log UFC g™,

No que se refere aos bolores e leveduras, destaca-se contagens inferiores a 2 log UFC
g’! obervadas imediatamente depois do tratamento da alface com 4gua ozonizada por 10 min
ou com clorin por 15 min (Tabela 5). Entretanto, houve aumento da contagem de bolores e
leveduras nas amostras referentes a esses tratamentos ao longo do armazenamento, com

valores superiores proximos ou superiores a 4,0 UFC g™,
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Tabela 5. Contagem de mesoéfilos aerdbios totais e bolores e leveduras totais em alface

exposta ou ndo a agua ozonizada e armazenada a 5 °C e 80% de umidade relativa por até seis

dias
Meséfilos aerdbios totais (log UFC g™)
Tratamentos Tempo de armazenamento em dias
0 3 6
Controle 6,37+ 0,03 Aa 6,29 £ 0,10 Aa 6,47 +0,81 ABa
Oz6nio/5 min 5,66 +£0,07 ABa 5,24 +£0,33 Ba 5,85+0,49 Ba
0Oz6nio/10 min 4,78 + 0,00 Bb 5,12 £ 0,66 Bb 6,99 £ 0,80 Aa
Oxigénio/5 min 6,45 +0,06 Aa 6,00 £0,13 ABa 6,06 £ 0,15 ABa
Oxigénio/10 min 6,00 + 0,58 Aab 5,33+0,31 ABb 6,16 + 0,54 ABa
Clorin/15 min 4,96 £ 0,38 Bb 6,26 £ 0,12 Aa 5,89 £ 0,25 Ba
Tratamentos Bolores e leveduras totais (log UFC g™)
Controle 4,68 £0,11 3,64 +£0,29 4,35+0,33
Oz06nio/5 min 3,41 £ 0,00 3,82 +£0,39 4,12 £0,06
Oz6n10/10 min <2 4,32 +0,56 4,36 £ 0,59
Oxigénio/5 min 5,07 £0,38 3,83 £0,28 4,48 £0,22
Oxigénio/10 min 4,35+0,45 4,37 +0,36 3,82 +0,53
Clorin/15 min <2%* 3,96 £ 0,56 4,30 £0,00

Meédias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna, ou mintscula na linha, nao se diferem

entre si, pelo teste de Tukey a 5% de significancia. * Valores estimados.

3.2.2 Perda de massa fresca

Os percentuais médios para perda de massa fresca sdo apresentados na Tabela 6. A
perda de massa fresca foi avaliada diariamente até seis dias de armazenamento. Os menores
valores de perda de massa fresca foram observados nas amostras de alface do tratamento
controle, com valor médio igual a 2,01 = 0,85% durante seis de armazenamento. Por outro
lado, a exposicdo ao clorin por 15 min acarretou em maior perda de massa durante o
armazenamento, com valor médio superior a 7,0%, depois de seis dias de armazenamento. A
exposicdo da alface a 4gua ozonizada por 5 e 10 min implicou em valores médios

intermediarios, permanecendo inferiores a 4% até o quarto dia de armazenamento.
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Tabela 6. Perda de massa fresca em alface exposta ou ndo a dgua ozonizada e armazenada a 5 °C e 80% de umidade relativa por até seis dias

Perda de massa fresca (%)

Tratamentos Tempo de armazenamento em dias
1 2 3 4 5 6

Controle 0,61 +0,21 Ba 1,14+ 0,63 Ba 1,21 +£ 0,60 Ba 1,44 £0,76 Ca 1,76 £ 0,68 Ca 2,01 £0,85 Ca
Oz6nio/5 min 249 +0,89 ABb 3,28+0,93 ABab 3,55+0,89 ABab 3,99+ 1,10 ABCab 4,23 £1,21 ABCab 5,79 +3,31 ABa
Oz6nio/10 min 2,37+ 1,07 ABb 2,51 £0,49 ABab 3,50+0,91 ABab 3,87+0,78 ABCab 4,43 +0,65 ABab 5,03 +0,81 ABa
Oxigénio/5 min 2,23 +0,76 ABa 2,68 0,91 ABa 3,09+1,07 ABa 3,42+1,15BCa 3,81 £1,23 BCa 4,23+ 1,30 BCa
Oxigénio/10 min 3,65 +2,25 Ab 4,20 2,44 Aab 4,78 £2,55 Aab 5,36 +2,36 ABab 5,84 £233 ABab 6,63 +2,89 ABa
Clorin/15 min 3,49 £0,68 Ac 4,65+ 1,00 Abc 5,52 +1,06 Aabc 6,07 £ 1,39 Aabc 6,72 £ 1,23 Aab 7,37 £ 1,50 Aa

Médias seguidas de mesma letra maitscula na coluna, ou minuscula na linha, ndo se diferem entre si, pelo teste de Tukey a 5% de significancia.
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3.2.3 Solidos soluveis totais, pH, acidez total titulavel

A andlise de variancia indicou variagdo significativa (p<0,05) em decorréncia da
interagdo entre tratamento e periodo de armazenamento. Todavia, de acodo com o teste de
Tukey, nao houve diferenca significativa entre os tratamentos e ao longo do armazenamento
(Tabela 7). Os teor de solidos soluveis amostras de alface variou entre 3,83 + 0,73 °Brix e
5,46 + 0,29 °Brix. O pH permeneceu entre 5,99 + 0,08 ¢ 6,18 + 0,06. Po outro lado, a acidez
total titulavel variou entre 0,10 £0,01% ¢ 0,13 + 0,03%.

Tabela 7. Teor de solidos soluveis totais, pH e acidez total titulavel na alface exposta ou nao

a 4gua ozonizada e armazenada a 5 °C e 80% de umidade relativa por até seis dias

Tratamentos Teor de s6lidos soluveis totais (°Brix)
Controle 4,82+ 1,01 Aa 4,44 + 0,05 Aa 3,96 £1,08 Aa
Oz06nio/S min 5,01 £0,62 Aa 5,46 £0,29 Aa 5,30+0,43 Aa
Oz6nio/10 min 3,83+0,73 Aa 4,47 +£1,36 Aa 3,99 £0,88 Aa
Oxigénio/5 min 4,79 £ 0,34 Aa 4,54 +0,52 Aa 488 +£0,31 Aa
Oxigénio/10 min 5,14+0,51 Aa 5,18+0,91 Aa 4,99 + 0,39 Aa
Clorin/15 min 4,50 £0,26 Aa 4,06 £0,066 Aa 4,82 +0,39 Aa
Tratamentos pH
Controle 6,14 +0,13 Aa 6,12 £0,05 Aa 6,12+0,13 Aa
Oz06nio/S min 5,99 £0,08 Aa 6,18 £0,06 Aa 6,07 +0,07 Aa
Oz6nio/10 min 6,04 £0,02 Aa 6,14 £0,15 Aa 6,17 +0,04 Aa
Oxigénio/5 min 6,08 £0,02 Aa 6,04 £ 0,03 Aa 6,08 £ 0,03 Aa
Oxigénio/10 min 6,11 £0,07 Aa 6,12 £0,06 Aa 6,11 0,01 Aa
Clorin/15 min 6,09 £ 0,09 Aa 6,07 £ 0,05 Aa 6,14+ 0,04 Aa
Tratamentos Acidez total titulavel (%)
Controle 0,13 +0,03 Aa 0,11 +£0,00 Aa 0,11+0,02 Aa
Oz06nio/S min 0,12+0,01 Aa 0,11 +0,02 Aa 0,11 +0,02 Aa
Oz6nio/10 min 0,10+0,01 Aa 0,11 +0,02 Aa 0,11 +0,02 Aa
Oxigénio/5 min 0,11 £0,00 Aa 0,12+0,01 Aa 0,11 £0,00 Aa
Oxigénio/10 min 0,12+0,01 Aa 0,12+ 0,01 Aa 0,11+0,01 Aa
Clorin/15 min 0,11 +£0,02 Aa 0,13 +0,00 Aa 0,12+0,01 Aa

Médias seguidas de mesma letra maitiscula na coluna, ou mintiscula na linha, ndo se diferem entre si, pelo teste

de Tukey a 5% de significancia.
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3.2.4 Cor

De acordo com a andlise de varidncia, houve variacdo significativa (p<0,05) da
diferencga de cor, tonalidade de cor e da saturagdao de cor devido interagdo entre tratamento e
periodo de armazenamento. Todavia, ndo houve diferenca significativa (p>0,05) entre os

tratamentos ¢ ao longo do armazenamento quando se analisou a diferenca de cor nas alfaces,

pelo teste de Tukey (p>0,05) (Tabela 8).

Tabela 8. Diferenca de cor, tonalidade de cor e saturacdo de cor de alface exposta ou ndo a

agua ozonizada e armazenada a 5 °C e 80% de umidade relativa por até seis dias

Diferenga de cor (Dif*)
Tratamentos Tempo de armazenamento em dias
0 3 6

Controle 6,41 £2,13 Aa 9,36 £ 1,76 Aa 6,59 £2,73 Aa
Oz6nio/5 min 6,50 £1,05 Aa 4,99 +£1,42 Aa 4,63 £0,78 Aa
Oz6nio/10 min 6,49 £2,57 Aa 5,17+0,53 Aa 9,67 £4.95 Aa
Oxigénio/5 min 8,81 +2,13 Aa 9,53 +£4,65 Aa 9,71 £0,36 Aa
Oxigénio/10 min 6,95 +£3,26 Aa 7,76 £3,78 Aa 6,00 £2,95 Aa
Clorin/15 min 10,81 + 1,86 Aa 8,35 +£4,09 Aa 6,21 £2,62 Aa

Tratamentos

Tonalidade de cor (h*)

Controle
Oz06nio/5 min
Oz6nio/10 min
Oxigénio/5 min
Oxigénio/10 min

Clorin/15 min

122,17+ 0,61 Aa
123,62 £ 0,82 Aa
122,81+ 1,06 Aa
122,85+ 0,62 Aa
123,92 £ 0,29 Aa
124,17+ 1,41 Aa

122,30+ 0,18 Aa
122,45+ 0,45 Aa
121,40 £ 1,26 Aab
122,60+ 1,81 Aa
122,08 + 0,09 Ab
122,10 + 0,68 Ab

121,97+ 1,05 Aa
121,97+ 0,63 Aa
120,84+ 0,16 Ab
122,77+ 0,82 Aa
122,16 £ 0,91 Ab
121,87 £ 0,60 Ab

Tratamentos

Saturagdo de cor (C*)

Controle
Oz6nio/5 min
Oz06nio/10 min
Oxigénio/5 min
Oxigénio/10 min

Clorin/15 min

17,82 + 1,09 Ca
18,77+ 0,32 BCa
17,01 +£ 3,15 Cb
23,18+ 0,92 ABa
20,41 £ 1,92 ABCa
2437+ 2,18 Aa

18,82 £ 1,52 Aa
20,20 + 1,36 Aa
18,70 + 2,97 Aab
19,05 + 3,61 Aab
18,98 + 1,10 Aa
20,11 +£2,07 Ab

18,37 +2,49 Aa
18,79 + 1,68 Aa
21,64+ 1,48 Aa
17,75+ 1,93 Ab
19,81 £2,74 Aa
21,77 + 1,82 Aab

M¢dias seguidas de mesma letra maitscula na coluna, ou mintscula na linha, ndo se diferem entre si, pelo teste
de Tukey a 5% de significancia.



30

No que se refere a tonalidade de cor, ndo houve diferenga significativa entre os
tratamentos (p>0,05), nos diferentes periodos de armazenamento (Tabela 8). Por outro lado,
verificou-se tendéncia de reducdo na tonalidade de cor nos tratamentos com o0zo6nio por 10
min, oxigénio por 10 min e clorin por 15 min. Quanto a saturagdo de cor, no inicio do
armazenamento (tempo 0), verificou maior valor no tratamento com clorin por 15 min, sendo
estatisticamente igual aos obtidos quando as amostras foram expostas ao oxigénio por 5 ¢ 10
min (Tabela 8). Durante o armazenamento, observou-se tendéncia de elevacdo da saturagdo de
cor nas amostras tratados com agua ozonizada por 10 min. Todavia, observou-se tendéncia de
reducdo da tonalidade de cor nas amostras tratadas com oxigénio por 5 min e com clorin por

15 min.

3.2.5 Teor de clorofila e extravasamento de eletrolitos

Houve variacao significativa (p<0,05), de acordo com anélise de variancia, quando se
analisaram o teor de clorofila e o extravasamento de eletrolitos na alface tratada ou ndo com
agua ozonizada, devido a interagdo entre tratamento e periodo de exposicdo No que tange ao
teor de clorofila na alface, destaca-se a tendéncia de elevacdo nas amostras referentes aos
tratamentos com 0zonio e oxigénio por 5 min e clorin por 15 min (Tabela 9). Quanto a
comparacao entre os tratamento, ressalta-se o maior valor obtido no inicio do armazenamento
(4,55 + 0,97 mg g'), na alface tratada com ozonio (4gua ozonizada) por 10 min. E importante
mencionar que esse valor foi estatisticamente igual (p>0,05) aos obtidos nos tratamentos
controle (4,29 £ 0,56 mg g!) e com oxigénio por 10 min (4,28 + 0,70 mg g'). Com relacdo ao
extravasamento de eletrolitos na alface, destaca-se o efeito da exposi¢cdo a agua ozonizada por
10 min. Imediatamente depois da ozonizagao, obteve-se o maior valor médio dentre todos os
tratamentos (60,74 + 3,49%). Entretanto, observou-se nesse tratamento reducgdo do

extravasamento de eletrdlitos, decorridos trés e seis dias de armazenamento (Tabela 9).
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Tabela 9. Teor de clorofila foliar e extravasamento de eletrdlitos em alface exposta ou ndo a

agua ozonizada e armazenada a 5 °C e 80% de umidade relativa por até seis dias

Teor de clorofila foliar (mg g™')

Tratamentos Tempo de armazenamento em dias
0 3 6

Controle 429 +£0,56 ABa 4,66 £0,52 Aa 426 £0,62 Aa
Oz6nio/5 min 3,15+ 0,95 BCb 5,06 +£0,46 Aa 4,01 £0,46 Aab
Oz6nio/10 min 4,55+0,97 Aa 4,60 £ 0,49 Aa 446 £0,29 Aa
Oxigénio/5 min 2,53+£0,23 Cb 5,01 £0,66 Aa 3,90 £ 0,76 Aa
Oxigénio/10 min 428 £0,70 ABa 5,20 +£0,09 Aa 430 £0,34 Aa
Clorin/15 min 3,06 £0,44 BCc 5,44 £0,10 Aa 4,29 +£0,39 Ab

Tratamentos

Extravasamento de eletrolitos (%)

Controle
Oz06nio/5 min
Oz6nio/10 min
Oxigénio/5 min
Oxigénio/10 min

Clorin/15 min

21,32+ 1,86 Ba
12,61 + 3,35 Ba
60,74 £ 3,49 Aa
14,06 = 0,59 Ba
20,34+ 3,18 Ba
14,70 + 2,21 Ba

13,87 £ 1,90 Aa
12,37 £ 2,40 Aa
18,01 + 10,76 Ab
17,35+ 9,35 Aa
15,92 £ 2,85 Aa
15,65 + 5,49 Aa

19,58 +4,61 ABa
11,78+ 0,58 Ba
18,38 + 1,15 ABb
14,51 £ 0,73 ABa
22,04+ 5,37 Aa
17,63 £ 1,67 Aba

Médias seguidas de mesma letra maitiscula na coluna, ou mintiscula na linha, ndo se diferem entre si, pelo teste

de Tukey a 5% de significancia.

4. DISCUSSAO

No presente estudo, avaliou-se a qualidade microbiolédgica e fisico-quimica de alface
tratada ou ndo com agua ozonizada durante o armazenamento. No Experimento 1, o processo
de ozonizagdo da dgua no sistema de microbolhas e o tratamento das amostras de alface
ocorreram simultaneamente. Nesse experimento, a concentra¢io de entrada foi de 20 mg L™,
com 4,84 mg L' de ozbnio na agua. Essas condi¢des, apesar de implicar em redugdo de 1,4
ciclos log, imediatamente depois do tratamento, acarretaram em alteracdes indesejaveis
principalmente escurecimento do produto, evidente durante o armazenamento, além de
extravasamento de eletrdlitos. Tais alteracdes inviabilizam a aceitacdo por partes dos
consumidores e, consequentemente, a comercializacdo do produto.

Vale ressaltar, que a presenga de microbolhas durante o tratamento em meio aquoso
potencializa os efeitos do 0zonio, em fun¢do do aumento da area de contato (MILLER et al.,

2013). Além disso, o tempo de meia vida e a capacidade de oxidacdo do 0zonio € superior em
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temperaturas mais baixas, como a adotada no presente estudo (5 °C) (MILLER et al., 2013;
ASLAM et al., 2020). Tais conceitos também se aplicam ao oxigénio em sua forma original
(02), que embora ndo apresente 0 mesmo potencial oxidativo do ozonio (2,07 mV), também ¢
considerado um agente oxidante (1,23 mV). Salienta-se que o elevado potencial oxidativo do
0zOnio contribui para o processo de inativacdo dos microrganismos. O 0zOnio inativa os
microrganismos a partir da oxida¢do de constituintes celulares vitais, como membrana e
parede celular e elementos do conteudo celular (KHADRE et al., 2001).

No Experimento 2, obteve-se primeiramente a 4agua ozonizada, adotando-se
concentracio de entrada do gis de 3,5 mg L', com 1,60 mg L' de ozbnio na 4gua. Em
seguida, e depois de desligar o sistema de ozonizagdo da agua, efetuou-se o tratamento das
amostras de alface. Nessas condigdes, foi possivel redugdo expressiva na contagem de
mesofilos aerobios e de bolores e leveduras, especialmente logo apds o tratamento das
amostras de alface com agua ozonizada, por 10 min. O tratamento com clorin apresentou
resultados similares aos da agua ozonizada por 10 min, até 3 dias de armazenamento, no que
se refere a contagem de mesofilos aerobios e de bolores e leveduras.

Além do resultado satisfatorio observado no Experimento 2, no que se refere ao
controle de microrganismos, ndo foram observadas alteracdes indesejaveis como aquelas
verificadas no Experimento 1, considerando-se as diferentes variaveis fisico-quimicas, como
perda de massa, teor de solidos soluveis totais, pH, acidez titulavel e cor. Quando se
considerou a perda de massa fresca, a utilizagdo da 4gua ozonizada por até 10 min apresentou
resultados satisfatorios, apesar dos menores valores observados no tratamento controle, com
perda maxima igual a 2,0%. A exposicdo a dgua ozonizada implicou em perda de massa
fresca inferior ao do tratamento com clorin, por 15 min, durante o armazenamento.

As hortaligas folhosas sao muito mais susceptiveis a perda de agua, o que pode ser
intensificado pela adog¢do de combinacdes inadequada de temperatura e umidade relativa do ar
durante o armazenamento (CHITARRA e CHITARRA, 2005). Perdas de agua excessivas
acarretam em diminui¢dao da vida de prateleira do produto e elevacdo no preco do produto
para o consumidor (ALVARES et al., 2007). A maioria dos produtos de origem vegetal se
tornam ndo comercializdvel quando a perda de massa permanece na faixa entre 5- 10% do seu
peso inicial (ROBINSON et al., 1975; CHITARRA e CHITARRA, 2005). Segundo Paull
(1999), a perda de massa permissivel para alface ¢ 3,0%, enquanto que Thompson et al.
(2008), indicaram valores entre 3,0 e 5,0%. Nesse sentido, o tratamento com 4gua ozonizada

implicou em perda de massa fresca na alface inferior a 3,0%, até o segundo dia de
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armazenamento. Por outro lado, no tratamento com clorin (15 min), a perda de 4gua na alface
foi superior a 5,0% no terceiro dia de armazenamento.

No que se refere a alteracdo na cor da alface, especialmente como observada no
Experimento 1, tem-se que outros autores também obtiveram resultados similares. Bermudez-
Aguirre e Barbosa-Céanovas (2013) afirmaram que concentragdes de 0zonio gasoso superiores
a 2,5 ppm (= 5,4 ug L), associadas a tempo de exposi¢do de até 15 min, implicam em
reducdo da qualidade visual em alface. Esses autores observaram perda da cor verde na alface
exposta a concentragdo de 5 ppm (= 10,7 pg L) de 0zdnio gasoso e armazenada por cinco
dias. De acordo com Olmez e Akbas (2009), o ozdnio, devido ao seu elevado potencial
oxidativo, provoca danos no vegetal e, consequentemente, favorece a atividade enzimatica da
fenilalanina amonia liase. Essa enzima ¢ associada ao processo de escurecimento enzimatico
em vegetais (ZHU et al., 2023). Isso justifica as alteragdes mais expressivas na cor observadas
no Experimento 1.

Os resultados obtidos no presente estudo ndo possibilitam associar a altera¢do na cor
da alface ao efeito da dgua ozonizada sobre o teor de clorofila. Salienta-se que o teor de
clorofila ¢ utilizado como indicativo do frescor das hortalicas verdes, bem como para definir a
sua vida util (CHITARRA; CHITARRA, 2005). Alto teor de clorofila total ¢ considerado uma
importante variavel de qualidade para a alface, pois estd associada a cor ver intensa, que
influencia a aceitacdo pelos consumidores (SANTOS et al., 2010).

No que se refere ao efeito do 0zénio no extravasamento de eletrolitos, ndo foram
encontrados relatos na literatura para hortaligas folhosas ou outros vegetais. Essa variavel ¢
um indicador na avaliagao da permeabilidade e integridade da membrana (LUO et al., 2012;
AGHDAM e BODBODAK, 2013). Nas condi¢des adotadas no presente estudo, foi verificado
que a exposicdo a agua ozonizada pode implicar em aumento do extravasamento de
eletrolitos. No Experimento 1, foi verificado aumento expressivo do extravasamento de
eletrolitos quando a alface foi tratada com agua ozonizada por 5 min. No experimento 2,
maior extravasamento de eletrdlitos foi observado nas amostras de alface expostas a agua
ozonizada por 10 min. Por outro lado, quando se adotou tempo de exposi¢do a 4gua ozonizada
de 5 min, no Experimento 2, os resultados foram satisfatorios. Isso demonstram que o tempo

de exposi¢ao ¢ determinante para o extravasamento de eletrolitos em alface ozonizada.
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5. CONCLUSOES

Os resultados obtidos nas condi¢des adotadas no presente estudo permitiram concluir
que:
1) Nao ¢ viavel o tratamento da alface quando ocorre simultaneamente ao processo de
obtencdo da ozoniza¢do da 4dgua em sistema de microbolhas. Nesse tipo de procedimento,
apesar de haver reducdo inicial da carga de microrganismos, tem-se alteracdo na coloragdo,

que o torna nao comercializavel, sobretudo pelo escurecimento do produto;

i) O tratamento de alface por imersdo, depois da obtenc¢do da agua ozonizada, no sistema
mostrou-se vidvel. Verificou-se redu¢do da carga de microrganismos, em comparagdo com o
tratamento controle, especialmente nos primeiros dias de armazenamento. Verificou-se
aumento do extravasamento de eletrolitos, especialmente quando se adotou tempo de
exposicao a dgua ozonizada de 10 min. Todavia, as alteragdes observadas nao impossibilitam

a comercializacao do produto.
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