UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA AGRICOLA

AVALIACAO DAS CONDICOES DE TEMPERATURA E
CONCENTRACAO DE AGUA OZONIZADA PARA
SANITIZACAO DE ALFACE

EVELINE KASSIA BRAGA SOARES

CAMPINAS
MAIO DE 2012



UNIVERSIDADE ESTADUAL DE CAMPINAS
FACULDADE DE ENGENHARIA AGRICOLA

AVALIACAO DAS CONDICOES DE TEMPERATURA E
CONCENTRACAO DE AGUA OZONIZADA PARA
SANITIZACAO DE ALFACE

Dissertagdo de mestrado submetida a banca
examinadora para obtengéo do titulo de Mestre em
Engenharia Agricola, na area de concentragéo de
Tecnologia Pés-colheita.

EVELINE KASSIA BRAGA SOARES

Orientador: Prof. Dr. ARMANDO KAZUO FUJII
Co-Orientador: Prof. Dr. SYLVIO LUIS HONORIO

CAMPINAS
MAIO DE 2012



FICHA ,CATALOGRAFICA ELABORADA PELA
BIBLIOTECA DA AREA DE ENGENHARIA E ARQUITETURA - BAE -
UNICAMP

Soares, Eveline Kdssia Braga

Solla Avaliacdo das condicdes de temperatura e
concentragdo dgua ozonizada para a sanitizacdo de alface
/ Eveline Kdssia Braga Soares. --Campinas, SP: [s.n.],
2012.

Orientador: Armando Kazuo Fujii.
Disserta¢do de Mestrado - Universidade Estadual de
Campinas, Faculdade de Engenharia Agricola.

1. Hortaligas - Tecnologia pos-colheita. 2. Ozonio.
3. Alimentos - Microbiologia. 4. Alimento seguro. 5.
Alimentos - Vida util. L. Fujii, Armando Kazuo. II.
Universidade Estadual de Campinas. Faculdade de
Engenharia Agricola. III. Titulo.

Titulo em Inglés: Evaluation of conditions temperature and ozonized water
concentration for sanitization of lettuce
Palavras-chave em Inglés: Vegetables - Post harvest technology, Ozone,
Food - Microbiology, Safe food, Food - Life
Area de concentracio: Tecnologia pés colheita
Titulacdo: Mestre em Engenharia Agricola
Banca examinadora: Neliane Ferraz de Arruda Silveira, Benedito Carlos
Benedetti
Data da defesa: 10-05-2012
Programa de P6és Graduagdo: Engenharia Agricola



Este exemplar corresponde a redagdo final da Dissertagio de Mestrado defendida por
Eveline Kassia Braga Soares, aprovada pela Comisso Julgadora em 10 de maio de 2012, na
Faculdade de Engenharia Agricola da Universidade Estadual de Campinas.

Prof. Dr. Armg

— Membro Titular



“O dia em que quiserdes ter sabedoria com a mesma vontade que tens de respirar, entdo
sereis um grande sdabio.”

Arquimedes



A minha amada familia, meus pais Fatima e Evaldo, minha irma Evila e minha avé Vitoria,
por todo o amor e confianca,

DEDICO

Ao meu maravilhoso Deus por nunca me desamparar,

OFERECO



AGRADECIMENTOS

A Deus, por ndo me deixar desistir desta caminhada e estar sempre presente na minha vida.

A minha familia pelo incentivo e oracdes e por compartilharem todas as minhas conquistas
e serem meu porto seguro em todos os momentos de paz e tribulagdo. Em especial minha
mae Fatima pelo grande apoio na realizacdo dos meus sonhos, meu pai Evaldo pela forga e
amor, minha irma Evila e minha Vové Vitéria pelo amor incondicional.

Aos meus tios Dene e Paulo por todo apoio na fase inicial dessa jornada, ndo teria
conseguido sem o auxilio de vocés.

Aos amigos-irmaos de sempre: Valéria Neves, Elias Junior e Renan Maciel.

Ao meu amado Franck Azevedo, por toda a felicidade, amor, dedicagdo, compreensao,
doagdo, paciéncia e carinho. Obrigada por compartilhar a vida ao meu lado, estando
presente na satide e na doencga, na alegria e na tristeza. Os momentos de angustia tornaram-
se mais amenos tendo vocé ao meu lado!

Aos amigos que amenizaram a saudade da familia e fizeram Campinas se tornar um lar:
Denize Oliveira, Glenda Neves, Michelle Gehrke, Fabiolla Damasceno, Luiz Julido, Allan
Charlles, Milla Alcantara, Thiago Lopes, Adriano Kia, Bruna Karoline, Lauren Souza e
Marcio Diniz.

Ao CNPq pela concessao da bolsa de mestrado.

A FAPESP pelo financiamento do projeto de pesquisa (Processo N°. 2011/50036-6).

Ao Prof. Dr. Armando Fujii, pela orientacao.

Ao Prof. Dr. Sylvio Luis Hondrio, pela co-orientacao.

A brilhante Prof* Bel da FEA, pela paciéncia e ajuda na interpretacdo dos resultados.

Aos membros da minha banca examinadora, Dr* Neliane Silveira € o Prof. Dr. Benedito
Benedetti pelas contribui¢des ao trabalho.

Aos funciondrios da FEAGRI pelo suporte no desenvolvimento dos experimentos:
Giovani, Odenir, Rosdlia, Chico e em especial a Rosa Helena pela amizade e ajuda em toda
a execucdo do trabalho e ao queridissimo Pedro Fontes pelo excelente trabalho na
instalacdo dos equipamentos, por sua amizade e pelas palavras gentis e incentivadoras.

Aos colegas da FEAGRI: Wesley Esdras, Audirene Amorim, Mara Bachelli, Vania
Nascimento, Rivia Amaral e Anna Silveira.



SUMARIO

LISTA DE FIGURAS ...ttt ettt ettt et e s bt e sbbe e s beee e 2
LISTA DE TABELAS ...ttt ettt et et e s e 3
LISTA DE TABELAS ..ottt ettt et e e e 3
L. INTRODUGAO ......oooiiieieeeeeeee ettt 6
2. OBIETIVOS ...ttt ettt et e s bt e e sbte e s bee e e 8
2.1, ObBJtiVO GETAL.....ceiiiiiiieie ettt ettt e et e e ettt e e et e e e e nte e e e eeeeens 8
2.2. Objetivos ESPECTTiCOS ..coeeuuiiiiiiiiiie ettt e 8
3. REVISAO BIBLIOGRAFICA ........cocoeoiiieieeeeeeeeeeeeee oo 9
BiL ATFACE et et et 9
3.2, AIIMENTO SEEUIO ..ceeneeiiieeiiieeeeitteeeetttee e et teeeaaeeee e e tte e e s sbteeeeneteeesaneeeeaeanseeeeenns 11
3.3. Fontes de CONtamMINACAO .......eeeeueieriiiiiieeeieieeeeitee e et ie e ettt eeeeieteeeeneeeeeeneeeeeeneee 16
T N -1 11117 Yot o J SRS 18
350 OZOMIO .ttt st et et ees 18
3.6. Atributos de Qualidade.............oeevveiiiiiiiiiiiiieiieieeeee 21
3.6.1. CLOTOfMNA ... e e e 22
3.7. Planejamento eXperimental...........ccoovuieeriiiiiiiiiiiiiiniieeeniitee ettt e 23
4. MATERIAL E METODOS ......oovutiiiiimriaieieniaesiesesessessse s sesesesseenas 25
4.1, MAtETIA PIIMA. .. ..eteeeeiiiieee ittt ettt e ettt e ettt e sttt ee e sttt e e snabeeeeeabaeeeenne 25
4.2. Sistema de refrigerac@o e gerador de 0ZONIO .........ceevvveeeiiniiiiiiiiiiieeeiiee e 25
4.2.1 LiNha qUOSA ...ceouviiiiiiiiiie ittt ettt et 25
4.2.2 LINNa AS0SA...cceiiiiiiiiiiiiie ettt ettt 25
4.2.3 Obtengao de 4ZUa 0ZONIZAAA. .......eevierireiiiiiiieeee et e e e rrereee e e e e eberaeeee s 25
4.3. Etapas do processo de pré e pds sanitizacdo de alface tipo solta crespa ‘Vanda’. ...26
4.4, MEtodos de determiNaCA0 ......ceeeeeeerurrrireeeeeeriiiiereeeeessiireteeeeessssnnrrreeeeesasnnenaeaeeens 28
4.4.1 Determinagdo da concentragcdo de 0zonio dissolvido na dgua..........cccecveeeennene. 28
4.4.2 Determinacdes MiCTODIOIOZICAS ......ueerruuiieeeiiiieeeieiee e et e ettt e e eeee e e ee e 28
4.4.2.2. Coliformes Termotolerantes € E. COli. .......coccueeriiiiniiiiniiiniiiiiiieniicciees 29
4.4.2.5. Andlise de Salmonella Spp. ..........cccoeeevueiiieiieciciiiie e et rrraae e 29
4.4.3 Determinagio indireta de clorofila (indice SPAD — Soil Plant Analysis
DEVEIOPIMENL). ..ccoiiiiiiiiiie ettt ettt ettt e sttt e e st e e st e s 30
4.5. Delineamento EXperimental ...........c..oviiiiiiiniiiiiiiiieien et 30
5. RESULTADOS E DISCUSSAO.......cccriiiiiiiiiciieiieiiesisieeienesesis e 32
5.1. Andlise microbiol0gica da AUa...........eeevriiiiiiiiiiiiiniieete e 32
5.1.1. AGUa de IITIZACHO ....voveeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 32
5.1.2. Agua do sistema piblico de abastecimento coletada no laboratério da FEAGRI
................................................................................................................................. 32
5.2. Contagem inicial de microorganismos presentes na alface tipo solta crespa ‘Vanda’.
.................................................................................................................................... 33
5.3. Contagem microbioldgica na alface tipo solta crespa ‘Vanda’ apds tratamento com
AgUA TTTIZETAAA. ..oeeiiiii ettt e et 34
5.4. Contagem microbioldgica na alface tipo solta crespa ‘Vanda’ nos tratamentos com
E oL F I 070 11/ e - SRS 35
5.5. Contagem microbiolégica na alface tipo solta crespa ‘Vanda’ sanitizada com dgua
ozonizada, durante 0 armazenamento & SC.......ciiuvuuie ittt 37
5.6. Indice de CLOTOFIIA. .........c.veeveeeeeeceeeeeee e 39



5.7, ANAIISE ESTAISTICA. vvvueeeereieeeeeieee e et e ettt e ettt ee e et e eeeeeaaeeerteaeseeesaeseeeeanaeseenanns 41

5.7.1. Efeito dos tratamentos com dgua ozonizada na reducio microbioldgica.......... 41

5.7.2. Efeito dos tratamentos com dgua ozonizada na redugdo de clorofila................ 46
6. CONCLUSUES ..ottt sissssissssisssses 48
7. REFERENCIAS ...ttt ettt 49
LISTA DE FIGURAS
Figura 1. Alface tipo SOIta CTESPA. ....cceriuiiiiiiiiiiiiiiiie ettt ettt ee e 11
Figura 2. Esquema de produg@o de 4gua 0zonizada. ..........ccceeevueieiniiiieiniiieeiniiee e 26
Figura 3. Fluxograma geral dO PrOCESSO. .....coiuutieeriuiieeeeitieeeeeieeeeeitee et eeeeeeeeeaeieeeeeas 26

Figura 4. Superficie de resposta (A), curva de contorno (B) e valores experimentais em
funcdo dos valores previstos pelo modelo (C) para a resposta Bolores e Leveduras Dia 0 43

Figura 5. Superficie de resposta (A), curva de contorno (B) e valores experimentais em
funcdo dos valores previstos pelo modelo (C) para a resposta Meséfilos Dia 0.................. 46



LISTA DE TABELAS
Tabela 1. Valores médios da composi¢do de alface crespa em 100g de matéria fresca. ....... 9

Tabela 2. Relagdo da temperatura e da solubilidade do 0z6nio em agua...........cceeeveueennee 20

Tabela 3. Valores utilizados no Delineamento Composto Rotacional para a avaliagdo da
sanitizacdo de alface ‘Vanda’ com 4gua 0ZOMIZada..........cceeeveeieiiiiieeriiieeeeiee e 30

Tabela 4. Matriz do delineamento experimental para a sanitizagdo de alface‘Vanda’,
valores reais € COdifiCadOS. ....co.uiiriiiiiiiiiiiiii e 31

Tabela 5. Valores utilizados no tratamento controle com dgua refrigerada........................ 31

Tabela 6. Parametros microbioldgicos da dgua utilizada para irrigacio da planta de alface

EVANAA -ttt ettt et e et e ettt e et e e ettt e e nbbeeee e 32
Tabela 7. Parametros microbioldgicos da dgua do Sistema de Abastecimento publico de

dgua (SANASA - Campinas/SP) .....coooiiiiiiiiiii e 33
Tabela 8. Contagem microbioldgica inicial na alface tipo solta crespa 'Vanda'. ................ 34

Tabela 9. Contagem microbioldgica na alface tipo solta crespa 'Vanda' tratada com dgua do
sistema publico de abastecimento em diferentes teMpPeraturas. .........cceecvveeeereeeeeeneeeeeennne 35

Tabela 10. Contagem microbioldgica na alface tipo solta crespa 'Vanda' sanitizada com
dgua ozonizada por 1 minuto, em diferentes concentracdes € temperaturas. .............c........ 36

Tabela 11. Contagem microbioldgica de alfaces tipo solta crespa 'Vanda' nos tratamentos
com 4gua ozonizada por 1 minuto, nos dias 3, 6 e 9 de armazenamento a 5°C. ................. 38

Tabela 12. Indice de clorofila em alface tipo solta crespa 'Vanda' nos tratamentos com dgua
ozonizada durante os dias de armazenamento a 5°C. .........ccooviiiiiiniiiiiiniiiee e 40

Tabela 13. Coeficiente de regressdo para a resposta Bolores e Leveduras durante 9 dias de
ATMAZENAINIEIITO. ...ttt eatttteeiaitteeeaetteeeaitteeeatbeeessaatbeeeabbeeeeeantaeeeaabbeeeesaataeeesanbeeeesmtaeeesnree 42

Tabela 14. Anélise de variancia para a resposta Bolores e Leveduras Dia O...................... 43

Tabela 15. Coeficiente de regressdo para a resposta Meso6filos durante 9 dias de
ATMAZENAIMEIIIO. «...vveeeatteeeriiteteerireeeeereeeestretesseareeeesnreeeesemreetesnreeessennateesanneeeesamnaeeesnnes 44

Tabela 16. Anélise de variancia para a resposta Mesofilos Dia 0. ..........ccoceeeeiiiiiniieennes 45

Tabela 17. Coeficiente de regressdo para a resposta Clorofila durantes 9 dias de
ATMAZENAINIEIITO. «..vteeeutteteeiuitteeeeitteesaaatteeeabbeeessaatteeeabbeeeeeantaeeeaabbeeeesaataeeesasbeeeeemtaeeesnsres 47



RESUMO

A alface (Lactuca sativa L.) é a hortalica folhosa mais consumida no Brasil, sendo a do
tipo crespa a mais comercializada. O ozdnio é um sanitizante de interesse por ndo gerar
residuos nos alimentos, destacando-se pelo seu alto poder oxidante e pela sua rapida
degradac@o. Por ser um sanitizante recente no Brasil, ainda ndo hid uma legislacdo
especifica que estabeleca os pardmetros para sua utilizag@o a niveis seguros. O objetivo da
pesquisa € avaliar as condicdes de concentracdo e temperatura da dgua ozonizada no
processo de sanitizacdo de alface. Através da ferramenta do Delineamento Composto
Central Rotacional (DCCR) investigou-se o efeito das varidveis: concentragdo e
temperatura de dgua ozonizada sobre a redugdo da carga microbiana de Salmonella sp,
coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli, bolores e leveduras,
aerébios mesofilos e manutencio de clorofila. Foram utilizados as temperaturas de 5, 8, 15,
22 e 25°C e as concentragao de 0,1, 0,2, 0,5, 0,8 e 0,9 mg L. Ap6s o tratamento, a alface
foi armazenada a 5+1°C sendo submetida a andlise microbioldgica e de clorofila apés 3, 6
e 9 dias de armazenamento. A caracterizacdo microbioldgica da matéria-prima detectou a
presenga de Salmonella e E. coli. Os resultados mostraram que a alface tratada com 4gua
ozonizada nas concentracdes de 0,5, 0,8 e 0,9 mg Lt permaneceu dentro dos parimetros da
legislacdo durante todo o periodo de armazenamento. A maior reducdo microbioldgica
ocorreu no tratamento com concentragdo de 0,9 mg L' e temperatura de 15°C. As
concentragdes de 0,1 ¢ 0,2 mg L™ ndo foram eficientes para a eliminagdo de Salmonella no
tempo de contato de 1 minuto. Dentro das faixas estudadas nas duas varidveis, verificou-se
que nenhuma delas teve influéncia estatisticamente significativa para a reducdo de
clorofila.

Palavras-chave: pds-colheita de hortaligas; Lactuca Sativa L.; alimento seguro, ozonio.



ABSTRACT

EVALUATION OF DISTINCT SETS OF CONCENTRATION AND TEMPERATURE
OF OZONATED WATER FOR SANITIZATION OF LETTUCE

Lettuce (Lactuca sativa L.) is the most leafy vegetable consumed in Brazil. Ozone is a
sanitizer for food, especially for its high oxidizing power, rapid degradation, and without
residue. Being a recent sanitizer in Brazil, there is no specific legislation that establishes
the parameters for its use to safe levels. The objective of this research is to evaluate distinct
concentration and temperature of ozonated water in the process of sanitizing lettuce. By a
Central Composite Rotatable Design (CCRD) it was investigated the effect of variables:
concentration and temperature of ozonated water on microbial load reduction of
Salmonella sp, total coliforms, fecal coliforms and Escherichia coli, yeasts, and aerobic
mesophilic as well as the effect on leaf chlorophyll. Different sets of Temperature (5, 8, 15,
22 and 25°C) and ozone concentration (0.1, 0.2, 0.5, 0.8 and 0.9 mg L'l) were tested on
Salmonella and E. coli contaminated lettuce for 1 minute. After the treatment, the
vegetables were stored at 5+1°C and microbiological analysis and chlorophyll
determination after 3, 6 and 9 storage days. The results showed that ozonated water at the
concentrations of 0.5, 0.8, and 0.9 mg L' killed Salmonella and E. coli. Most microbial
reduction was observed in treatment concentration of 0.9 mg L"' and temperature of 15°C.
The concentrations of 0.1 and 0.2 mg L™ were not effective eliminate Salmonella. None of

the two variables were statistically significant to influence chlorophyll loss.

Keywords: post-harvest vegetables; Lactuca sativa L., safe food, ozone.



1. INTRODUCAO

A alface (Lactuca sativa L.) é a sexta hortalica em importancia econdmica e oitava
em termos de volume produzido no Brasil, sendo que a forma in natura é predominante em
sua comercializacdo (MAISTRO, 2001).

Os sistemas produtivos de alface utilizam pouca tecnologia, ocasionando o
decréscimo da produtividade da cultura nos periodos com alta sazonalidade, devido as
operacdes de manuseio, embalagem e transporte inadequados, revelando problemas em
todos os elos da cadeia produtiva (FONSECA, 2007). Acredita-se que 19% das perdas de
alface sdo conseqiiéncia de inadequados processos de embalagem, 17% de problemas no
transporte, € 10% durante o manuseio (CEAGESP, 2010).

Este trabalho estd inserido no projeto aprovado pela FAPESP 2011/50036-6
intitulado: Qualidade de alfaces em sistema integrado de colheita e pds-colheita. Nesse
estudo, serd abordada a etapa pds-colheita de alface, especificamente o processo de
sanitizacdo baseado nas normas das legislagdes vigentes.

A incorporag@o dos produtos quimicos, como a utilizagdo de sanitizantes deve ser
apropriada, pois através dele é possivel complementar um programa eficiente de
sanitizacdo (CHITARRA e CHITARRA, 1990).

Vegetais frescos apresentam riscos de contaminagéo, devido ao consumo in natura
quando ndo s@o corretamente higienizados, destacando-se os folhosos pela grande
manipulagdo em toda a cadeia de distribui¢do (SILOCHI, 2007). Esses vegetais tém sido
identificados como veiculos de bactérias patogé€nicas relevantes para a satde publica, como
Salmonella, Shigella, Listeria monocytogenes, Yersinia enterocolitica, E .coli
enteropatogénica, E. coli enterotoxigénica e Escherichia coli enterohemorrigica
(O157:H7), além de protozodrios, helmintos e virus da hepatite A (FRANK e TAKEUSH]I,
1999).

A contaminacdo de hortaligas ocorre antes e ap0s a colheita, através do contato com
o solo, irrigacdo com 4gua contaminada, transporte e mao dos manipuladores
(NASCIMENTO et al., 2005).

A etapa de sanitizacdo € responsavel pela qualidade microbioldgica de hortaligas,
consiste em submeter os vegetais a um tratamento que destrua ou reduza o niimero de
microrganismos patogénicos, sem afetar a qualidade ou seguranca do produto para o

consumidor. Os sanitizantes mais usados no Brasil sdo os compostos clorados, por seu
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baixo custo e eficiéncia, facil aplicacdo e completa dissociacdo na dgua, porém estudos
revelam que estes sdo desvantajosos pela produgdo e permanéncia de residuos
potencialmente t6xicos nos alimentos e pela demora no tempo de sua agdo efetiva, de no
minimo 20 minutos (FDA, 2001; ANTONIOLLI et al., 2005).

O ozbnio € utilizado como alternativa ao uso de compostos clorados com vantagens
de ndo gerar residuos nos alimentos, por ser um gés instivel e se decompor rapidamente
em oxigénio molecular. Dependendo do tipo de microrganismo, atua mais rapido que o
cloro na inativagdo celular. Destaca-se pelo seu alto poder sanitizante e pela sua rapida
degradac@o.

A utilizacdo de ozdnio como sanitizante de frutas e hortalicas ainda é recente no
Brasil, o que torna seu uso limitado, ndo havendo até o momento uma legislacio especifica
que estabeleca os limites seguros para sua utilizacdo. Encontra-se na literatura diversos
estudos que variam a concentragdo de ozOnio utilizada, bem como o tempo de exposicao.
A concentragdo geralmente usada estd na faixa de 1 a 2 ppm de ozOnio, essas
concentragdes sdo consideradas prejudiciais a satide e podem causar complicacdes no trato
respiratorio. A taxa de solubilidade do ozdnio € inversamente proporcional a temperatura
da 4gua, usualmente, a producdo de dgua ozonizada é feita com 4gua a temperatura
ambiente.

O presente trabalho visa sanitizar alface utilizando concentragdes menores de
ozonio e baixas temperaturas de dgua para alcangar o maior desempenho deste sanitizante.
Acredita-se que as condicdes de concentracdo e temperatura de dgua ozonizada serdo

otimizadas através do uso do planejamento experimental e superficie de resposta.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

v Avaliar o desempenho da sanitiza¢do de alface utilizando dgua ozonizada variando-

se a temperatura e concentragdo de 0zonio.

2.2. Objetivos Especificos

v Avaliar a qualidade microbiolégica da dgua utilizada na irrigacdo de alface e da

dgua proveniente da rede de abastecimento;

v’ Auvaliar a eficiéncia da sanitiza¢do de alface crespa (Lactuca sativa L.) através do
uso de diferentes concentragcdes e temperaturas da d4gua ozonizada em comparacio as
amostras controle, tendo como parametros a redu¢cdo microbiolégica de coliformes
totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli, Salmonella ssp., aerdbios
mésofilos, bolores e leveduras;

v" Verificar a influéncia da sanitizagdo na manutencéo de clorofila;

v Analisar as superficies de resposta para os parimetros estudados e encontrar as

faixas otimizadas;

v Acompanhar o tempo de vida util das alfaces durante o armazenamento.



3. REVISAO BIBLIOGRAFICA
3.1. Alface

Aspectos gerais da cultura de alface

A alface (Lactuca sativa L.) pertence a familia Asteracea, € originaria da Europa e
da Asia. Sua utiliza¢io como alimento é conhecida hd milénios na Bacia do Mediterrineo,
apreciada pelos gregos na forma de salada crua. Foi introduzida no Brasil pelos
Portugueses (GOTO e TIVELLI, 1998).

E a hortalica consumida crua mais comercializada no Brasil, no Estado de Sdo
Paulo, o consumo é de aproximadamente dois quilos de alface por ano e 40% dos gastos
totais dos paulistanos com verduras sio destinados a compra de alface. E utilizada na
confeccdo de lanches, saladas e decoragdes de pratos, apresenta sabor agraddvel e
refrescante, sendo rica em sais minerais e vitaminas (OKURA; MARIANO; TEIXEIRA,
2006; CEAGESP, 2010).

A alface destaca-se pelo baixo teor calérico e importincia alimentar por suprir o
organismo com as vitaminas A, B1, B2, C e sais minerais de ferro e cdlcio (OHSE, 1999).

A composi¢do nutricional da alface crespa (Tabela 1) foi descrita pela Tabela

Brasileira de Composi¢@o de Alimentos (2006).

Tabela 1. Valores médios da composic¢do de alface crespa em 100g de matéria fresca.

Umidade Energia Proteina Lipideos Carboidratos Fibra Cinzas Ca Fe Mg
(%) (kcal) (2 () (8 alimentar  (g) (mg) (mg) (mg)
€4)

96,1 11 1,3 0,2 1,7 1,8 0,7 38 04 11

Fonte: TACO (2006)

No Brasil, a area cultivada de alface € cerca de 35.000 hectares com a producdo
anual de aproximadamente dois milhdes de toneladas, tendo como destaque o Estado de
Sdo Paulo com 7.300 hectares plantados, com a producdo de cinco milhdes de engradados
e consumo per capita anual de 0,67 kg dessa folhosa (IBGE, 2006).

A alface € produzida em cinturdes verdes proximos aos grandes centros
consumidores por causa de sua rdpida perecibilidade no periodo pés-colheita, oriunda de

seu alto teor de agua e grande drea foliar. O processo de senescéncia de folhosas é



ocasionado pelo déficit hidrico e pela ac¢do de diversas enzimas cataliticas (WILLS et al,,
1981).

O volume de produgdo dessa hortalica varia ao longo do ano em fungdo das
condicdes climdticas especificas de cada regido. No Sul do Brasil, o seu cultivo passa por
periodos pouco favordveis, nos meses de inverno, com temperaturas baixas e precipitacdes
pluviométricas prolongadas, retardando o crescimento e danificando as plantas. No verdo
com temperaturas elevadas e intensidade da radiagdo solar favorecem, sobretudo, o
pendoamento precoce e ciclo curto (MAISTRO, 2001).

A maior producdo da alface ocorre entre os meses de abril e dezembro, o que
contribui para a redugdo dos precos. Entre os meses de janeiro e marco, devido a
incidéncia de chuvas, ha reducdo na oferta e consequente aumento de preco do produto. A
principal forma de comercializagdo da alface é ainda na forma in natura (EMBRAPA,

2006).

Cultivares de alface

Quanto a sua morfologia, a alface é uma planta herbicea delicada, com caule
diminuto, ao qual se prendem as folhas. Estas por sua vez sdo amplas e crescem em volta
do caule (em formato de roseta), podendo ser lisas ou crespas, formando ou nio uma
cabeca. Conforme a cultivar, a coloracdo pode ocorrer em varios tons de verde e roxo. O
sistema radicular € ramificado e superficial. Na ocasido em que a planta € transplantada, o
sistema radicular explora apenas os primeiros centimetros do solo (FILGUEIRA, 2000).

A alface predominante no Brasil € do tipo crespa, participando com 70% do
mercado consumidor. O tipo americana detém 15%, a lisa 10%, enquanto outras
correspondem a 5% do mercado (SALA e COSTA, 2005).

As cultivares de alface disponiveis no mercado brasileiro de sementes sdo
agrupadas em cinco tipos morfolégicos principais, com base na formacdo de cabeca e tipo
de folhas. A utilizada neste estudo € a solta crespa (Figura 1), caracterizada por possuir
folhas grandes e crespas, textura macia, mas consistente, sem formaco de cabeca, pode ter

coloracdo verde ou roxa (HENZ e SUINAGA, 2009).
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Figura 1. Alface tipo solta crespa.
Fonte: EMBRAPA (2006).

3.2. Alimento seguro

O alimento considerado seguro nao deve apresentar risco significativo ao
consumidor. Para os consumidores o risco deve ser igual a zero, enquanto que para os
produtores de alimentos o risco é aceitdvel. A producdo de alimentos seguros requer
cuidados como controle da fonte, controle do desenvolvimento e do processo dos produtos,
boas praticas higiénicas durante a producdo, processamento, manipulacdo, distribuicao,
estocagem, venda, preparacdo e utilizagdo, além de uma abordagem preventiva (FOOD
INGREDIENTS BRASIL, 2008).

De acordo com o CONSEA (2004) define-se seguranga alimentar como a garantia a
populacdo de ter condigdes de acesso a alimentos bdsicos de qualidade, em quantidade
suficiente, de modo permanente e sem comprometer o acesso a outras necessidades
essenciais e ainda, com base em praticas alimentares sauddveis, contribuindo, assim, para

uma existéncia digna em um contexto de desenvolvimento integral da pessoa humana.

Qualidade higiénico sanitdria de alface

Usualmente consumida crua, a alface tem no processo de higienizacdo o tnico
tratamento recebido entre o cultivo e a comercializa¢do. Se o processo de sanitizacdo nao
for realizado, podera propiciar a transmissao de diversas doencas (NASCIMENTO, 2002).

Ap6s a colheita, a alface recebe alguns processos que podem afetar a sua seguranca
microbioldgica, devido o contato humano para a imersdo na agua e o corte. Nessa
manipulacdo existe potencial para contaminar o produto com as bactérias patogé€nicas,
assim como a possibilidade em favorecer o crescimento destes contaminantes
(BRACKETT, 1994).

A alface pode ser um veiculo transmissor de microrganismos patogénicos ao

homem, uma vez que esta se encontra muito préxima do solo, aumentando o risco de
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contato com esses contaminantes quando presentes no solo, na 4gua, nos insumos naturais
propiciando o desenvolvimento e a sobrevivéncia dos mesmos. Esta possivel contaminagio
pode alterar as caracteristicas fisicas e quimicas do alimento e ser responsdvel por

intoxicacdes e infeccdes (LOTTO, 2008).

A Resolucdo RDC n° 12, de 02/01/2001, da Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitdria, estabelece padrdes de tolerdncia microbioldgica para alimentos, estando nessa
categoria hortalicas consumidas cruas. Essa resolucéo foi criada com o intuito de diminuir

os casos de internag¢des devido a doencas transmitidas por alimentos (BRASIL, 2001).

Contaminacdo microbiolégica

A microbiota € um fator importante na qualidade e conservacdo dos vegetais. A
presenga de microrganismos pode ser decorrente do manuseio inadequado prejudicando a
qualidade sensorial bem como a seguranga desses produtos (PEREIRA; MIYA;
MAISTRO, 2001).

Independente do sistema de cultivo, hortali¢as apresentam um alto potencial de
crescimento de microrganismos patogénicos, constituindo um meio em potencial de
transmissdo de varias doencas infecciosas. Dentre esses alimentos, as hortalicas folhosas se
destacam como um dos veiculos de contaminacdo mais significativos (LOTTO, 2008).

O ataque por microrganismos é causa importante nas perdas pés-colheita dos
produtos pereciveis, incluindo-se tanto os vegetais crus como os processados minimamente
(CHITARRA e CHITARRA, 1990). Frutas e hortalicas apresentam atividade de dgua
(Aw) em torno de 0,95, o que facilita o desenvolvimento de muitos microrganismos
(BRACKETT, 1994).

As bactérias Gram-negativas constituem a microbiota caracteristica dos vegetais in
natura, formada por microrganismos provenientes do préprio solo, representada pelo
género Pseudomonas, Erwinia, Enterobacter e também por bactérias Gram—positivas
como Bacillus spp. além de bolores e leveduras (BRACKETT, 1994).

A verificagdo das condi¢Ges higi€nico-sanitdrias € realizada por meio da
determinag¢do da presenca de coliformes termotolerantes (a 45°C), que sdo bactérias
bioindicadoras de qualidade higi€nico-sanitaria, e de Salmonella spp., um enteropatégeno
envolvido em diversos surtos de doencas transmitidas por alimentos (DTA) em muitos

paises (BRASIL, 2001).
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A contaminag¢do por microrganismos ¢ evitada utilizando matéria-prima de boa
qualidade, adotando medidas preventivas durante todo o processamento, aplicando uma
correta higienizagdo tanto para equipamentos e utensilios quanto para manipuladores e
condicdes adequadas de conservagdo (RIEDEL, 2005).

Lotto (2008) avaliou a contaminacio de alface por coliformes termotolerantes e E.
coli em cultivos de sistema organico e convencional e verificou que em ambos os tipos de
cultivo, as hortaligas estavam contaminadas.

Montanher et al. (2007), realizaram uma avaliagdo parasitologica em alfaces
comercializadas em restaurantes na Cidade de Curitiba verificando que de um total de 50
amostras analisadas, 10% (5 amostras) apresentaram algum parasita intestinal e 90% das
amostras se mostraram negativas quanto a presenca de enteroparasitas.

A presenca de microrganismos em hortalicas depende principalmente da flora
microbiana inicial, destacando-se as técnicas de cultivo (uso de adubo organico; utilizacao
de &4guas contaminadas para irrigacdo), beneficiamento (falta de higiene pessoal no
momento da manipulacdo dos alimentos e das superficies de contato com o alimento),
armazenamento inadequado (controle térmico e gasoso), transporte (em engradados abertos
e ambiente nao refrigerado) e distribuicdo para consumo (falta de higiene), podem também

representar fontes de contaminagdo e disseminagdao (PACHECO et al., 2002).

Microrganismos indicadores

Para a vigilancia sanitdria, sdo pesquisados microrganismos indicadores que,
quando presentes em alimentos, fornecem informagdes sobre a ocorréncia de contaminacio
de origem fecal, possivel presenca de patégenos ao homem, deterioracdo do alimento e
denuncia a falta de boas praticas de fabricagdo durante o processamento e manipulagdo dos
mesmos. Entre os indicadores mais analisados em alimentos estdo bolores e leveduras, os

aerobios meséfilos, coliformes totais, termotolerantes e E. coli. (BRASIL, 2001)

Bactérias aerobias mesdfilas

A presenca de bactérias aerdbias nos alimentos sdo bons indicativos da qualidade
sanitdria dos alimentos. Mesmo que microrganismos patogénicos estejam ausentes e que
ndo tenham ocorrido alteragdes sensoriais do alimento, a presen¢a de um ntimero elevado
de mesdfilos indica que a alimento € insalubre, sendo evidenciado que houve condi¢des

favordveis ao desenvolvimento desse microrganismo, como o uso de matérias-primas
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contaminadas, processamento insatisfatério ou erros durante o armazenamento em relacio

ao bindmio tempo/temperatura (FRANCO e LANDGRAF, 2006).

Bolores e leveduras

Bolores e leveduras caracterizam-se por indicar a eficiéncia do processo de
sanitizacdo de equipamentos e utensilios durante o processamento de alimentos, sdo
considerados agentes potenciais de deterioracdo, com o poder de oxidagcdo de diferentes
substratos como os carboidratos. Esse microrganismos estdo presentes no solo ou no ar,
resistentes a condi¢cdes adversas, como pH 4cido, baixa atividade de 4gua e a temperatura
otima de desenvolvimento encontra-se na faixa de 25 a 28°C, fazendo com esses
microrganismos ndo se desenvolvam em temperaturas de refrigeracio (BRITO e ROSSI,
2005; SILVA J. et al., 2007).

Além de reduzir a vida util dos produtos, um grande nimero de fungos produz
micotoxinas, as quais oferecem perigo para a saide do consumidor, causando danos no

sistema nervoso e circulatério (PARKER, 2004).

Salmonella ssp

O género Salmonella spp. é composto por microrganismos bastonetes Gram
negativos, ndo esporulados, mesofilos, anaerébios facultativos e desenvolvem-se bem a
37°C. Seu habitat natural é o trato intestinal de animais, como répteis e animais de granja,
mas também podem ser encontrados em outras partes do corpo (JAY, 2005).

Todos os sorotipos de Salmonella sdo considerados patogé€nicos, causando
intoxicacao ou infeccdo alimentar. O sorotipo mais virulento, S. typhi, causa a febre tiféide,
uma doenca grave relacionada principalmente a ingestdo de alimentos contaminados.
Outras doencas causadas por essa bactéria sdo a febre entérica e enterocolite e
salmonelose. (PARKER, 2004; FRANCO e LANDGRAF, 2006).

Segundo Guimardes et al. (2001), as bactérias deste gé€nero sdo os principais
agentes responsaveis por surtos de origem alimentar em diferentes partes do mundo, sendo
que estes vém aumentando mesmo com o crescente desenvolvimento de tecnologias de
conservagao.

Jay (2005) explica que a infeccdo alimentar causada por Salmonella ocorre por
meio da ingestdo de alimentos que contenham uma contagem significativa, os sintomas

surgem em torno de 12 a 14 horas apds a ingestdo dos alimentos. Consistem em néuseas,

vOmitos, dores abdominais, dor de cabega, calafrios e diarreia. A taxa de mortalidade é de
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4,1%, em média. Deste percentual, 5,8% correspondem aos casos que ocorrem durante o
primeiro ano de vida, 2% entre o primeiro e os 50 anos e de 15% em pessoas acima de 50
anos.

De acordo com Guimardes et al. 2001, a implantacdo do sistema de Andlise de
Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), o qual abrange todo o processamento,

desde a matéria-prima até o produto final ajuda a reverter quadros de infecgdes.

Coliformes Totais (35°C)

O grupo coliforme € composto por microrganismos origindrios do trato
gastrointestinal de humanos e animais, e também, por algumas bactérias ndo entéricas,
como espécies de Citrobacter, Klebsiella e Serratia (TORTORA; FUNKE; CASE, 2005).

Os coliformes totais s@o bastonetes Gram negativos, ndo esporulados, que
fermentam a lactose dentro de 48 horas produzindo 4cido e gis a 35°C, e comumente sdo
utilizados como bioindicadores de contaminagdo em alimentos (JAY, 2005).

A presenca de coliformes totais ndo confirma que a contaminagdo seja de origem

fecal, indica apenas falhas durante o processamento do produto em decorréncia de praticas

higiénico-sanitarias deficientes (FURLANETO; SANTINI; VELASCO, 2005).

Coliformes Termotolerantes

De acordo com Jay (2005), os coliformes termotolerantes também sido bastonetes
Gram negativos, ndo esporulados, aerébios ou anaerdbios facultativos, fermentadores de
lactose, porém em temperaturas maiores, 44 - 46°C em um periodo de 24 horas. Esse grupo
de microrganismos também € conhecido como coliformes fecais, por compreender apenas
as bactérias origindrias do trato gastrointestinal.

O grupo dos coliformes termotolerantes € composto de tré€s géneros: Escherichia,
Enterobacter e Klebsiella, sendo apenas o primeiro de origem fecal, estando presente no
trato intestinal do homem e de animais de sangue quente. Devido a este fato, pesquisas de
coliformes termotolerantes em alimentos sdo menos eficientes do que a pesquisa direta de

E. coli (SILVA N. et al., 2007).

Escherichia coli
Em 1945, no Brasil, teve-se conhecimento sobre a contaminacdo fecal em
hortalicas como a alface, apds pesquisadores detectaram presenga de Escherichia coli em

29,3% de hortaligas diversas comercializadas na cidade de Sdo Paulo (GELLI et al., 1979).
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Do grupo dos coliformes termotolerantes, a bactéria Escherichia coli é a
representante de maior relevancia em alimentos, em 2003, ocupou o segundo lugar entre os
agentes causadores de toxinfec¢des alimentares nos EUA, onde € responsavel por 7,4 %
dos surtos e por 28,6 % das mortes provocadas por bactérias no periodo de 1993 a 1997
(SILVA et al., 2003).

A presenca da enterobactéria E. coli em um alimento ou na &gua representa
contaminagdo de origem fecal, indicando condi¢des higiénicas insatisfatorias.
Aproximadamente 95% dos coliformes presentes em fezes humanas e de animais de
sangue quente sdo E. coli, o que a faz ser o melhor indicador de contaminagéo fecal, por
satisfazer todas as exigéncias de um indicador ideal. Essa bactéria é patogénica ao homem

e para os animais (SILVA S. et al., 2007; FRANCO e LANDGRAF, 2006).

3.3. Fontes de contaminacdo

O acesso de microrganismos patogénicos aos vegetais ocorre quando 0os mesmos
sdo expostos, ainda no campo, aos riscos de fertilizacdo com dejetos humanos e de outros
animais e a irrigacdo com 4gua contaminada, contribuindo para a presenca de agentes
etiologicos em diversas enfermidades infecto-contagiosas e parasitirias que normalmente
estariam ausentes (BEUCHAT, 1996).

A contaminagdo por microrganismos patogénicos pode ocorrer direta ou
indiretamente por fezes, animais ou insetos, solo, dgua de irrigacdo e dgua de lavagem
contaminadas, equipamentos mal higienizados e manipuladores com higiene pessoal

deficiente (TEIXEIRA, 2002).

Agua de irrigacéo

A agricultura mundial € a atividade humana que mais consome 4gua, cerca de 70%
de todo o volume consumido no planeta, sendo a irrigagcdo a atividade de maior demanda.
Com freqiiéncia a agricultura irrigada utiliza 4dguas de agudes, arroios, lagoas e esses
podem apresentar contaminantes bioldgicos como coliformes de origem fecal quando
associada a descargas de esgotos domésticos ou até mesmo a presenga de animais
préximos a essas areas (SOUTO, 2005; ALVES et al., 2007).

O escoamento da 4dgua de irrigagdo € feito através de bombas desde o rio até as

hortas, sem qualquer tratamento prévio podendo vir a ser uma fonte potencial de
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enteropatdgenos para o vegetal que serd irrigado (OLIVEIRA e GERMANO, 1992; ROSA
e MARTINS, 2001).

Acredita-se que o aumento das concentragdes de coliformes nas dguas de irrigacao
se deve ao fato das adubacdes serem feitas nos canteiros das 4reas irrigadas, com matéria
organica de origem animal que, sob recarga da irrigacdo e da precipitagdo, lixivia parte da
matéria organica, carreando microrganismos patogénicos para o aquifero fredtico
(PAULA; KATO; FLORENCIO, 2005).

A forma mais precisa de estimar a qualidade da dgua em relagéo a sua potabilidade,
sdo os testes que determinam os indicadores de contaminagdo fecal. Dentre os mais
utilizados destacam-se a quantificacfo de coliformes totais e fecais, seguida da enumeracio
de bactérias aerdbias meséfilas (BOMFIM et al., 2007).

A auséncia de protecdo dos recursos hidricos, principalmente das excretas humanas
ou de animais, pode introduzir uma série de organismos patogénicos, como virus,
bactérias, protozodrios ou helmintos de origem intestinal, tornando a 4dgua um dos
principais veiculos de enfermidades diarreicas de natureza infecciosa. As doencas de
veiculagdo hidrica s@o transmitidas pela rota oral fecal, através da ingestdo de dgua ou até
mesmo de alimentos contaminados por microrganismos. A 4dgua de irrigacdo € uma fonte
de contaminagdo de hortalicas podendo apresentar grande quantidade de contaminantes
quando associada a descarga de esgotos ou até mesmo a presenca de animais pastando
préoximo a essas areas (FEACHEM et al, 1983; OMS, 1989; PACHECO et al., 2002;
AMARAL, et al 2003).

Sa et al. (2005) estudaram a qualidade microbiolégica da dgua proveniente da rede
de abastecimento em Belém e as amostras foram consideradas impréprias para o consumo
de acordo com o padrio da Portaria MS/GM no 518/04, que tratam do padrio de
potabilidade da dgua destinada ao consumo humano.

Estudo realizado por Rigolin-Sd e Pereira (2005) sobre a qualidade higiénico
sanitiria da d4gua utilizada em hortas na cidade de Passos-MG, revelou elevada
concentracdo de coliformes fecais (Termotolerantes), acima do méaximo permitido pela
legislacdo. Do total de 15 hortas analisadas, 60% apresentaram niveis de contaminacio
acima do recomendado.

Bonilha (1986) estudando dguas utilizadas na irrigacdo de alfaces em Sao Paulo,
encontrou valores maximos de até 2,4 x 10° UFC por 100 mL. Paula et al. (2005) avaliando

os aspectos sanitdrios da dgua usada na irrigagdo de hortalicas em Recife, encontrou
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concentragdes de média, maxima e minima de coliformes fecais apresentando variacdes de
1,5x10%a22x 10° UFC; 2,0x 10°a2,6 x 10°e 1,1 x 103 a 1,3 x 10, respectivamente.
Dentre os principais usos da dgua, o abastecimento publico é o uso mais exigente,
considerando que a dgua potdvel deve atender aos pardmetros microbioldgicos, fisicos, e
quimicos definidos pela legislacdo vigente e ndo oferecer riscos a saide do consumidor

(BRASIL, 2004).

3.4. Sanitizagdo

A eficicia da operagdo de lavagem € potencializada com a inclusdo de
antimicrobianos ou desinfetantes nessa dgua de lavagem. O uso de solugdes desinfetantes
na agua de lavagem de hortalicas reduz a contaminagdo e resulta em produtos
microbiologicamente seguros. Essa operacdo tem a finalidade de reduzir a carga
microbiana inicial, naturalmente presente nesse tipo de produto (BEUCHAT, 1999; KIM,
1999).

A sanitizacdo visa reduzir a popula¢do microbiana presente, com a destrui¢do das
membranas dos contaminantes através da desinfecc@o superficial do produto, impede ou
minimiza a transferéncia de microrganismos presentes na dgua para o produto, e quando
presente no produto, previne a transferéncia destes a superficies ndo contaminadas.
Quando feita corretamente, a opera¢do de sanitizacdo corresponde & eliminacdo de

aproximadamente 90% da flora microbiana presente (SUSLOW, 1997).

3.5. Ozo6nio
Historico

O ozbdnio € permitido na Europa, como desinfetante de dgua para o consumo
humano desde 1893. Nos Estados Unidos, somente no ano de 1982 o FDA (Food and Drug
Administration), por considerd-lo substincia GRAS (Generally Recognized as Safe),
liberou seu uso no processo de lavagem de garrafas para comercializacdo de dgua (USDA,
1997).

Data de 1909 a primeira utilizacio do o0zOnio como agente conservante de
alimentos, na forma gasosa, em camaras frias de estocagem de carnes. Seu uso como
sanitizante na inddstria de alimentos ainda é limitado, devido ao custo elevado em relagdo
a outras substincias como o cloro, que por ser barato e eficiente, passou a ser o agente
primordial na indudstria mundial para esse fim. Porém os compostos clorados vém sofrendo
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restricdes desde 1975 apds a descoberta que sua aplicagdo em materiais organicos poderia
gerar compostos organoclorados (Trihalometanos — THM) os quais sdo potencialmente
cancerigenos (WEI; COOK; KIRK, 1985).

Em 1997, o ozbnio foi oficialmente reconhecido como agente sanitizante seguro,
pelo EPRI (Electric Power Research Institute), ampliou as possibilidades para a sua
aplicacdo na inddstria de alimentos e outros setores (GUZEL-SEYDIM; GREENE,;
SEYDIM, 2004).

Propriedades do ozénio

Ozdbnio (O3) € o oxigénio triatdmico, sendo um gés incolor com odor caracteristico
e pungente, cujo peso molecular é 48, o ponto de ebuli¢do é —111,9°C e o ponto de fusdo é
~192,7°C a 1 atm. E gerado naturalmente na estratosfera em pequenas concentragdes (0,05
mg L pela acdo das radiacdes ultravioletas do sol sobre o oxigénio. Este elemento é
criado através de carga elétrica que cliva o oxigénio molecular (O,), resultando em dois
atomos de oxigénio livre que se ligam rapidamente a outras duas moléculas de oxigénio e
formam o oz6nio ( MAHMOUD E FREIRE, 2007).

O ozdnio € um agente oxidante e esterilizante muito poderoso quando comparado a
outros agentes oxidantes, permitindo que esta espécie possa reagir com uma numerosa
classe de compostos, em fase aquosa, o ozdnio decompde-se rapidamente a oxigé€nio
(MANSTEN e DAVIES, 1994; KUNZ et al., 1997).

A ac¢@o do ozdnio ocorre em pequenas concentragdes e curto tempo de contato,
sendo suficiente para inativar bactérias, fungos, esporos, virus e protozodarios. A
suscetibilidade dos microrganismos e sua acdo dependem do tipo de produto, da dose, do
método de aplicacdo (dgua ozonizada ou gas), temperatura, pH do meio, umidade relativa e
presenca de substancias organicas (PRESTES, 2007).

Por ser instavel, o 0z6nio ndo pode ser armazenado, logo € preciso gera-lo in situ. O
método mais difundido para a geracdo de ozOnio € o de descarga por efeito corona,
atualmente utilizado em praticamente todos os ozonizadores disponiveis comercialmente
(Da SILVA; SANTANA; BOODTS, 2003). Através desse método, o 0zdnio é gerado pela
passagem de ar ou oxigénio puro entre dois eletrodos submetidos a uma elevada diferenga
de potencial (aproximadamente 10000 V). Isto causa a dissociagdo do oxigénio, sendo a
formagdo do ozoOnio consequéncia da recombinagdo de espécies radicalares de oxigénio,

com moléculas de oxigénio presentes no sistema (MANOUSARIDIS, 2005).
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A taxa de solubilidade do ozbénio depende do tamanho das bolhas do gis que
borbulham na dgua, pois quanto menores as bolhas formadas, maior a superficie de
contato. O fluxo do ozodnio e o tempo de contato também afetam a transferéncia do gas
para a dgua. A agitacdo da amostra incrementa o contato e a solubilizacdo (KHADRE;
YOUSEF; KIM, 2001).

Tem sido aceito que a solubilidade do ozdnio na 4gua siga a lei de Henry,
significando que a concentragdo de saturacdo € proporcional a pressdo parcial do ozdnio a
uma determinada temperatura (DI BERNARDO, 1993).

Em fase aquosa, o ozdnio é relativamente instdvel e decompde-se facilmente na
forma do oxigénio molecular. A estabilidade do ozdnio em solugdo aumenta com a reducio

de temperatura (Tabela 2).

Tabela 2. Relacao da temperatura e da solubilidade do oz6nio em agua.

Temperatura (°C)  Solubilidade (litros de ozonio/litros de agua)

0 0,640
15 0,456
27 0,270
40 0,112
60 0,000

Fonte: RICE, 1996.
Atuacdo do 0z6nio nos microrganismos

Na inativacdo de bactérias pelo ozdnio, ele ataca vdrios constituintes celulares
como proteinas, lipidios insaturados e enzimas da membrana celular, peptoglicanas da
parede celular, enzimas, dcidos nucléicos do citoplasma além de proteinas e peptoglicanas
da capa dos esporos bacterianos e capsideos virais (KHADRE; YOUSEF; DAVES, 2001).
O fator que diferencia o oz6nio dos demais sanitizantes é seu mecanismo de a¢@o na
destrui¢do dos microrganismos. O cloro atua por difusdo através da parede celular, agindo
sobre os elementos vitais localizados no interior da célula, como enzimas, proteinas, DNA
e RNA. O ozdnio age diretamente na parede da célula, causando sua ruptura e morte em
menor tempo de contato, inviabilizando a recupera¢io dos microrganismos apds o ataque.

Cavalcante (2007) estudou alface americana previamente contaminada e o0s
resultados demonstraram que 1,0 mg L 1 de dgua ozonizada no tempo de 1 minuto, na
auséncia de matéria organica, é suficiente para reduzir, no minimo, 6,57 ciclos

logaritmicos de E. coli O157:H7.
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Em relacdo ao cloro, o ozbnio tem poder oxidante 1,5 vezes maior, sendo
considerado o mais forte dentre os oxidantes vidveis em alimentos. E eficiente contra um
maior espectro de microrganismos: destréi E. coli e Listeria spp. entre outros patdgenos
mais rapidamente. Ndo se acumula em tecido gorduroso nem causa efeitos cronicos ao
longo do tempo, podendo ser usado na reciclagem da dgua (GREENBERG, 1981;
SHELDON e BROWN, 1986; MCKENZIE et al., 1997; SOPHER et al., 2002).

Efeito do ozonio na saiide humana

A sensibilidade do olfato humano detecta a presenca de ozdnio pelo seu odor
caracteristico a concentra¢des entre 0,02 a 0,04 ppm (PEZZI, 2009).

Segundo Guillen (2008), a exposi¢do excessiva ao ozdnio em altas concentragdes
por vdrias horas, resulta em lacrimacgéo, nduseas, cefaléia e dificuldades respiratdrias como
irritacdo das vias respiratdrias superiores, respira¢do superficial e congestdo pulmonar

Tem sido aceito a utilizacdo de 0,1 ppm de ozbdnio no ar, para um periodo de 40
horas semanais e o valor maximo limite para tempo de exposicdo de 10 minutos igual a 0,3
ppm de acordo com o estabelecido pelo TVL (Threshold Limit Value) (BASSANI, 2003).

Cavalcante (2007), Prestes (2007) e Bachelli (2010) utilizaram oz6nio para
sanitizacdo de alface em quantidades de 1 a 1,5mg L' A exposicdo humana nessas
quantidades por longas jornadas de trabalho € prejudicial a saide, como ji mencionado
anteriormente, logo, optou-se neste estudo, por trabalhar com faixas de concentragdo

inferiores a Img L™ de ozénio.
3.6. Atributos de Qualidade

A qualidade de frutos e hortalicas corresponde ao conjunto de propriedades que os
tornam aceitdveis como alimentos. De uma forma geral, a qualidade pode ser definida
como o conjunto de caracteristicas, que diferenciam componentes individuais de um
mesmo produto e que tem reflexo na aceitagdo por parte do consumidor. As propriedades
que tornam frutos e hortalicas apreciados como alimento, dizem respeito a aparéncia,
sabor, odor, textura e valor nutritivo (CHITARRA e CHITARRA, 1990).

Alguns atributos de qualidade nio sdo influenciados pelo processo de sanitizagéo.
Bacheli (2010) e Prestes (2007) estudaram o influéncia do processo de sanitizacdo de

alface utilizando 0z06nio nos atributos sensoriais e verificaram que nem a quantidade e nem

o tipo de sanitizante influenciam nesse atributo.
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3.6.1. Clorofila

As clorofilas sdo os pigmentos naturais verdes mais abundantes presentes nas
plantas, aproximadamente 75% dos pigmentos verdes encontrados nos tecidos vegetais.
Ocorrem nos cloroplastos das folhas e em outros tecidos vegetais, participam do processo
de fotossintese de plantas. Possui tom verde oliva e sdo obtidas de vegetais ou parte de
vegetais (GROSS, 1991; ELBE e FENNEMA, 2000; DOWNHAM e COLLINS, 2000).

As clorofilas captam luz na fotossintese, sua concentracio ¢ um parametro
importante na avaliagdo da qualidade pos-colheita de frutas e hortaligas, fornecendo
informagdes como grau de amadurecimento, estado de conservacdo e nutri¢do mineral.
Fatores como luz e temperatura afetam o processo de degradacdo das mesmas. Em muitos
tecidos, a perda da clorofila € parte da transi¢do dos cloroplastos, que contém pigmentos
carotendides amarelos e vermelhos. Sua fungdo é converter energia luminosa em energia
quimica, processo que ocorre nos cloroplastos (STREIT et al., 2005).

As perdas de clorofila em folhosas como a alface constituem um fator de grande
importancia na qualidade. A modificagdo da cor pode ocorrer devido a degradagdo de
clorofila, que desmascara pigmentos ja presentes. O teor de clorofila é um dos pardmetros
mais eficazes na avaliagdo da qualidade pés-colheita, indicando o grau de senescéncia das
folhosas além de fornecer informagdes como o grau de amadurecimento, estado de
conservacdo e nutrigdo mineral (SILVA, 1980; MEDINA et al., 1982; SILVA J. et al.,
2007).

A coloragdo refere-se ao atributo de qualidade mais atrativo ao consumidor e
decisivo no momento da aquisi¢cdo do produto, variando entre espécies e cultivares. A
perda de cor verde deve-se a decomposi¢do estrutural da clorofila, em decorréncia de
vérios fatores que atuam isoladamente ou em conjunto, sendo eles o pH, temperatura e
presenca ou auséncia de luz (CHITARRA e CHITARRA, 1990).

A ingestdao de clorofila promove efeitos estimulantes no crescimento de tecidos,
atuando como uma substiancia promotora da multiplicacdo de fibroblastos, células do
tecido conjuntivo, responsaveis pelo processo de cicatrizagdo. Em fun¢do do seu elevado
conteido de clorofila, as hortalicas contribuem para compor a ingestdo didria dos
comumentes necessdrios para uma alimentacio balanceada e saudavel (TANAKA, 1997;
SOURCI e FACHAMANN, 1995).

A degradacao da clorofila em folhosas constitui um fator importante na qualidade

durante o periodo de comercializagdo. Alteracdes de cor estdo relacionadas ao
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amadurecimento, considerado um atributo chave juntamente com a textura, para
determinar a qualidade comestivel das folhosas. A alteracdo da cor pode ocorrer devido a
degradacdo da clorofila, que por sua vez, desmascara pigmentos que ja estdo presentes.
Esse processo de desverdecimento ¢ também acompanhado pela sintese de novos
pigmentos (SILVA J. et al., 2007).

A perda da cor verde € atribuida & decomposi¢do estrutural da molécula do
pigmento em decorréncia de fatores que atuam isoladamente ou em conjunto, sendo um
deles a temperatura. A temperatura encontra-se diretamente relacionada a atividade
metabdlica, podendo interferir no nivel de degradacdo do pigmento (HEATON e
MARAGONI, 1996).

Na determinacdo da clorofila pelos métodos convencionais existe o inconveniente
dos tecidos vegetais serem destruidos, utilizacdo de reagentes, além de requerer mio de
obra e tempo, desde o preparo das amostras até as andlises, necessitando em torno de
quatro horas para determinar 20 amostras (RODRIGUEZ et al., 1998).

Neste experimento, utilizou-se o clorofildometro Minolta 502. O clorofildmetro
possui diodos que emitem radiagdo em 650 nm (luz vermelha) e 940 nm (radiagdo
infravermelha). A luz passa pela folha e € recebida por um fotodiodo de silicone,
inicialmente é convertida em sinais elétricos analdgicos em seguida em sinais digitais.

Esses sinais passam por um microprocessador que calcula valores proporcionais do teor de

clorofila presentes na planta (JESUS e MARENCO, 2008).

3.7. Planejamento experimental

Em 1950 Box, Hunter e Hunter (1978) introduziram o planejamento experimental
e com o advento da globalizacdo, trouxe a facilidade do uso de softwares para andlises
estatisticas, desde entdo, sua utilizacdo vem crescendo significativamente (BARROS
NETO; SCARMINIO; BRUNS, 1995).

Segundo Rodrigues e Iemma (2009), a utilizacdo de planejamento experimental
para otimizagdo de processos produtivos é um diferencial para planejar criteriosamente e se
chegar as condi¢cdes Otimas mais rapidamente, a um menor custo e com O suporte
estatistico na discussdo dos resultados. Assim, o planejamento experimental proporciona a
quantificagdo dos efeitos das varidveis do processo sob as respostas desejadas. Como
vantagens tem-se a reducdo das repeticdes com consequente redugdo dos custos e do tempo

da pesquisa, otimizac¢do de mais de uma resposta ao mesmo tempo, além da possibilidade
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de calcular o erro experimental que é responsdvel pelo nivel de confianga estatistica da

estimativa de reprodutibilidade do experimento.

Delineamento Composto Central Rotacional e Metodologia de Superficie de Resposta

O Delineamento Composto Central (DCCR) € uma metodologia que facilita a
investiga um espago amostral com um menor niimero de ensaios. Com a finalidade de
auxiliar na otimizag@o de um processo que utiliza o DCCR, faz-se o uso da metodologia de
superficie de resposta (MSR), desenvolvida por Box e Wilson em 1951 ((BOX; HUNTER,
H; HUNTER, J., 1978).

Rodrigues e Iemma (2009) recomendam o uso de um Delineamento composto
Central Rotacional quando o estudo tiver de duas a trés varidveis independes (respostas). A
metodologia de planejamento fatorial, associada a andlise de superficies de resposta, ¢ uma
ferramenta fundamentada na teoria estatistica, que fornece informacdes seguras sobre
pricesso, minimizando o empirismo que envolve técnicas de tentativa e erro (BOX;
HUNTER, H; HUNTER, J., 1978).

A metodologia de superficie agrupa técnicas de andlise e planejamento de
experimentos empregados na modelagem matemdtica de respostas, identificando a
interac@o existente entre os fatores (varidveis dependentes) e sua influéncia nas respostas
(variaveis independentes) do processo analisado. Essa metodologia compreende um grupo
de técnicas matemdticas e estatisticas para a construcdo e exploracdo de modelos
empiricos, usados para desenvolver, melhorar e otimizar processos, os resultados
experimentais indicam uma combinacdo de niveis dos fatores dentro de uma regido otima.
A ferramenta ¢ eficiente para a otimizacdo de processos que envolvem inimeras varidveis.
(MYERS, 1999; BARROS NETO; SCARMINIO; BRUNS, 2002; MONTGOMERY,
2003).
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4. MATERIAL E METODOS
4.1. Matéria prima

O experimento de sanitizagdo foi realizado em novembro de 2011, utilizando-se
como matéria prima & alface tipo solta crespa ‘Vanda’, adquirida de um produtor no Sitio
Noda s/n, Colonia Tozan, Rodovia Campinas Mogi Mirim, Km 10, Campinas-SP. As
alfaces foram colhidas pela manha, com um corte manual, acima do solo, abaixo da dltima
insercdo de folhas. Em seguida foram acondicionadas em caixas plasticas com dimensdes
de 0,40x0,60x0,22m, contendo 12 unidades de alface cada uma. As caixas foram
transportadas ao Laboratério de Tecnologia Pés-Colheita (LTPC), da Faculdade de
Engenharia Agricola (FEAGRI), da Universidade Estadual de Campinas (UNICAMP) e

estocadas em cdmara frigorifica a 5+1°C.

4.2. Sistema de refrigeracdo e gerador de 0zOnio

O equipamento foi montado no LTPC da FEAGRI.
4.2.1 Linha aquosa

A 4gua utilizada era proveniente da rede de abastecimento de Campinas, passou por
filtro de carvao ativado e foi resfriada em sistema da DeLaval ( PF 05892, 7500 BTU) com
capacidade de 300 L dotado de um sistema de refrigeracdo de 3000 kcal, através de parede
encamisada. Para atingir a temperatura minima de 5 °C, foi necessdrio recircular a dgua

durante 4 h a vazio de 2000 L h™".
4.2.2 Linha gasosa

Na geracdo de ozonio utilizou-se um cilindro de oxigénio (95 a 99% de pureza -
White Martins e pressdo original de 30 psi, reduzida para 2 psi) que alimentou o gerador de
ozdnio (Modelo DCGM-2007/ Ecozon®) onde foi convertido a ozdnio através de carga
elétrica gerada no sistema corona, fornecido pelo capacitor a 220 V. A capacidade da

célula geradora de oz6nio variava de 0 a 2mg min" conforme ajuste do potenciémetro.
4.2.3 Obtencdo de dgua ozonizada.

Ap6s o resfriamento, a dgua foi bombeada a uma vazdo de 2000 1/h, passando
através da valvula Venturi (Modelo Mazzei 584, vazao minima = 20001/hora de dgua), no
qual, por succ¢do, o 0zOnio foi misturado a dgua, produzindo dgua ozonizada.
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A 4agua ozonizada circulou no tanque de sanitizacdo através da tubulacdo perfurada
situada no fundo do tanque, margeando o perimetro da parede, este artificio permitia que a
distribuicdo fosse uniforme. Ao atingir o volume desejado, a dgua era recirculada pelo
tanque de refrigeracdo e continuou sendo feita a suc¢do de ozOnio para manter a
concentragdo desejada.

A Figura 2 ilustra o processo de obtencdo de dgua ozonizada.

Linha gasosa
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Figura 2. Esquema de produgéo de dgua ozonizada.

4.3. Etapas do processo de pré e pos sanitizacdo de alface tipo solta crespa “Vanda’.

As etapas do processo de sanitizagdo podem ser visualizadas na Figura 3 e serdo

descritas a seguir.

Figura 3. Fluxograma geral do processo.
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4.3.1. Toalete
Foi realizada manualmente e para fins de descarte foram consideradas as folhas ndo

integras e murchas.

4.3.2. Lavagem
Foi realizada em tanque de aco inoxiddvel com dimensdes de 0,64x0,69 x 0,71m, contendo
dgua da rede de abastecimento. As alfaces foram imersas manualmente, durante um
minuto, duas por vez, e foram acondicionadas em caixas plasticas previamente sanitizadas
com 4gua ozonizada. A 4gua de lavagem era trocada a cada 10 alfaces lavadas. A
temperatura da dgua de abastecimento nesse momento era de 23°C. Foram lavadas 160

alfaces.

4.3.3. Tratamentos de sanitiza¢do por imersio
a. Controle

Foram utilizadas 10 amostras de alface para o tratamento controle, lavando com
dgua da rede de abastecimento nas temperaturas de 5, 8, 15, 22 e 25°C, imersas por um
minuto, utilizando uma caixa vazada com dimensdes de 0,41x0,39x0,17 m e uma grade de
apoio (0,58x0,42 m) para cobrir a caixa. Foram imersas 4 unidades de alface por vez, em
seguida mais 4 e por fim duas.

b. Agua ozonizada

A sanitizacdo das amostras com dgua ozonizada foi feita igualmente como nas
amostras controle, nas mesmas condi¢des de temperatura, 10 alfaces por tratamento.

As concentragdes de ozonio na agua foram de 0,1; 0,2; 0,5; 0,8 e 0,9 mg L 1
obtidas através da regulagem do potencidometro do gerador de ozonio.

Foram coletadas amostras da dgua ozonizada antes e depois da imersdo, para
monitoramento da concentragdo de ozOnio. A temperatura da dgua foi monitorada por
termOmetros digitais localizados dentro do tanque de dgua refrigerada e dentro do tanque
de sanitizacdo.

4.3.4. Drenagem
Apb6s retirada do tanque, as plantas de alface foram seguradas pelo caule, com as folhas
para baixo, agitadas manualmente, durante um minuto, para completar esse processo,
ficavam em repouso sobre uma bancada de aco inoxiddvel previamente sanitizada com

dgua ozonizada.

4.3.5. Embalagem
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As alfaces foram acondicionadas, individualmente, em embalagens de polietileno de baixa
densidade com dimensdes de 0,035x0,045 e espessura de 00,0006 m e fechadas com

seladora Marca Barbi T1400.

4.3.6. Armazenamento sob refrigeracao
O armazenamento foi realizado em camara frigorifica (Modelo MZM 213 TO1F/Termoprol
Zanotti) a temperatura de 5°C por nove dias, sendo que a cada trés dias foi retirada uma

amostra para realizar as andlises microbioldgicas e teor indireto de clorofila.

4.4. Métodos de determinagdo
4.4.1 Determinacdo da concentracdo de ozdnio dissolvido na dgua

Foram coletas amostras de dgua ozonizada antes e apds a imersdo da alface no
tanque de sanitizagdo, para isso, utilizou-se o kit ozonio K7403/CHEMetrics. As amostras
foram coletas em um Becker e transferia-se 25mL para uma cubeta onde foi quebrada uma
ampola que era responsdvel pela a suc¢do da amostra. A leitura foi realizada em
espectrofotometro (DR/2010 da HACH) por absorbancia (abs), sendo os valores da
concentracio (Coz) expressos em mg L ', de acordo com a Equagio 1:

Cos (mg L ") =2,37 (abs) + 0,01 (1)

4.4.2 Determinac¢des microbioldgicas

a. Agua

Foram realizadas, em triplicata, andlises microbioldgicas (coliformes totais,
coliformes termotolerantes e Escherichia coli) nas 4guas utilizadas para irrigagdo das
plantas de alface, origindria do subsolo da propriedade, e na dgua do sistema publico de
abastecimento da Sociedade de Abastecimento de Agua e Saneamento SA (SANASA-
Campinas/SP) utilizada no Laboratério de Pés- colheita da Feagri/Unicamp. As andlises
foram realizadas de acordo com a metodologia recomendada pelo Standard Methods for

the Examination of Water and Wastewater (2005).
b. Alface

Foi considerada unidade amostral uma embalagem contendo uma unidade de

alface. As andlises realizadas seguiram metodologias propostas por Silva N. et al. (2007).
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4.4.2.1. Preparo das amostras
Pesou-se 25g de amostra (pedacos das folhas de diversas partes da alface) e
adicionou-se 225 ml de dgua peptonada 0,1%, homogeneizou-se manualmente e foram

feitas dilui¢cdes as quais foram inoculadas nos meios especificos para cada andlise.
4.4.2.2. Coliformes Termotolerantes e E. Coli.

Utilizou-se a técnica dos tubos muiltiplos com séries de trés tubos em cada dilui¢do,
tendo como meio presuntivo o caldo Lauril Sulfato Triptose com incubagdo a 35C em
estufa bacterioldgica da marca Robiatti modelo 216, durante 48h. Apos leitura, os tubos
positivos foram repicados para caldo EC para contagem de coliformes fecais, incubados a
44,5°C em banho-maria, por 24h. Os resultados foram tabelados como Numero Mais

Provavel (NMP), com o intervalo de confianca de 95% de probabilidade.

4.4.2.3. Bolores e Leveduras

A inoculagdo foi realizada por superficie em meio de cultura DRBC (Dicloran Rosa
de Bengala Cloranfenicol) através de plaqueamento e contagem por unidade formadora de

colonia (UFC) g'l.
4.4.2.4. Contagem Total de Aerdbios Mesdfilos

Foi realizada inoculag@o por profundidade em meio de cultura PCA (Plate Count

Agar) através de plaqueamento e contagem por UFC g’l.

4.4.2.5. Andlise de Salmonella spp.

Realizou-se o método de pré-enriquecimento adicionando-se 25 g da amostra em
225 mL de dgua peptonada e incubou-se em estufa a 35°C durante 24 h, posteriormente
transferiu-se 1 mL da peptona para os tubos contendo Caldo de Tetrationato e Caldo de
Selenito Cistina, incubando-se a 35°C durante 24h. Posteriormente foi realizado o método
de plaqueamento diferencial, estriando algadas do caldo Tetrationato e Selenito Cistina em
placas de Agar Entérico de Hectoen, Agar Bismuto Sulfito, Agar Xilose Lisina, Agar
Verde Brilhante e Agar Salmonella — Shigella, incubou-se as placas invertidas a 35°C por
24h para verificar o crescimento de colonias tipicas de Salmonella spp. O teste bioquimico
foi realizado para a confirmacdo definitiva, removendo-se uma por¢do da massa de célula e
inoculando em tubos contendo Agar Triplice de Agticar Ferro, Agar Lisina Ferro, Caldo

Malonato e Uréia, e incubando-se em estufa a 35°C por 24h.
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4.4.3 Determinagio indireta de clorofila (indice SPAD — Soil Plant Analysis Development)

Foi realizada leitura em clorofildometro Minolta Chlorophyll meter, modelo RS-32
(Spectrum Technologies Inc. SPAD 502DL Plus, precisdo £1SPAD, erro: £0,04 SPAD/°C)
e os resultados expressos na unidade SPAD.

As leituras foram realizadas em 10 pontos das folhas intermedidrias das amostras,

apos 3, 6 e 9 dias de armazenamento.

4.5. Delineamento Experimental

Utilizou-se a metodologia de superficie de resposta, tendo como variaveis
independentes a concentragdo de ozdnio e temperatura da dgua de imersdo, e como
varidveis dependentes: a redugdo da carga microbiana, através de andlises de Salmonella
ssp e Coliformes Totais, Coliformes Termotolerantes ¢ E. Coli, Bolores e Leveduras,
Mesdéfilos além da manutencdo dos teores de clorofila. O delineamento composto central
rotacional (DDCR) para duas varidveis independentes e dois niveis (2%) foi composto de
quatro ensaios nas condi¢des axiais (o = 2) e trés repeticdes no ponto central, totalizando
11 ensaios. Foram realizados ainda tratamentos controle, utilizando apenas dgua
refrigerada na mesma temperatura dos tratamentos com agua ozonizada. As andlises
estatisticas foram feitas no programa Statistica for Windows versao 7.0 (2004). Os valores
de estudo utilizados nesse trabalho estdo apresentados na Tabela 3, a matriz do
delineamento com os valores reais e codificados sdo apresentados na Tabela 4, os

tratamentos controle e a temperatura utilizada sdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 3. Valores utilizados no Delineamento Composto Rotacional para a avaliacdo da
sanitizacdo de alface ‘Vanda’ com dgua ozonizada.

Variaveis Codigo -1,41 -1 0 1 1,41
Concentragdo de 0zonio (mg/L '1) X1 0,1 0,2 05 0,8 0,9
Temperatura da solugéo (°C) X2 5 8 15 22 25
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Tabela 4. Matriz do delineamento experimental para a sanitizacdo de alface‘Vanda’,
valores reais e codificados.

Variaveis codificadas Variaveis reais
Tratamento X1 X2 Concentracio (mg L'l) Temperatura (°C)
T1 -1 -1 0,2 8
T2 1 -1 0,8 8
T3 -1 1 0,2 22
T4 1 1 0,8 22
TS5 -1,41 0 0,1 15
T6 1,41 0 0,9 15
T7 0 -1,41 0,5 5
T8 0 1,41 0,5 25
T9* 0 0 0,5 15
T10* 0 0 0,5 15
TI11* 0 0 0,5 15

*Pontos centrais.

Tabela 5. Valores utilizados no tratamento controle com 4gua refrigerada.

Tratamento Temperatura (°C)

G5 5
C8 8
C15 15
C22 22
C25 25
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Anélise microbioldgica da dgua
5.1.1. Agua de irrigacdo

A caracterizacdo microbiolégica da dgua coletada do pogo subterrineo na
propriedade, utilizada para irrigacdo, estd apresentada na Tabela 6. Quando a referida
andlise foi realizada, a Portaria 518 de 25 de margo de 2004 ainda estava em vigor.

A Portaria n° 2.914 do Ministério da Saide, de 12 de dezembro de 2011, determina
como padrdao microbioldgico de potabilidade para dgua destinada ao consumo humano, a
auséncia de coliformes totais, coliformes termotolerantes e Escherichia coli em 100 mL de
amostra. Os resultados da andlise da 4dgua de irrigagdo estdo em desacordo com o
preconizado pela legislag@o.

A presenca de coliformes totais na dgua indica condi¢des higiénicas insatisfatdrias,
porém nido afirma que a contaminagdo € de origem fecal. Realiza-se entdo, a confirmacdo
de coliformes termotolerantes e E. coli, principal representante de origem fecal desse
grupo. Por ser patogénica ao homem, a poluicdo da 4dgua com essa enterobactéria
representa risco a satde.

Segundo a Resolugdo do CONAMA n°20, de 10 de junho de 1986, dguas doces
destinadas a irrigacdo de hortalicas nao devem ser poluidas por excrementos humanos,
ressaltando-se a necessidade de inspecdes sanitarias periddicas.

Face ao exposto, observou-se que a dgua analisada neste estudo estd imprépria para

o fim que se destina, comprometendo a sanidade das alfaces irrigadas.

Tabela 6. Parimetros microbioldgicos da dgua utilizada para irrigag@o da planta de alface
‘Vanda’.

Analise

*
Parametros da V.M.P.
Amostra
Coliformes Totais Presenca Auséncia em 100 ml

Coliformes Termotolerantes / E.coli Presenca  Auséncia em 100 ml

*Valor maximo permitido ( Portaria 518 — Ministério da Satde — 2004).

5.1.2. Agua do sistema piblico de abastecimento coletada no laboratério da FEAGRI

A Tabela 7 apresenta os resultados microbioldgicos da dgua proveniente do sistema

publico de abastecimento coletada no laboratério da FEAGRI.
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Tabela 7. ParAmetros microbioldgicos da dgua do Sistema de Abastecimento publico de
dgua (SANASA - Campinas/SP)

" Analise da V.M.P.*
Parametros
Amostra
Coliformes Totais Auséncia Auséncia
Coliformes Termotolerantes / Auséncia Auséncia
E.coli

*Valor maximo permitido ( Portaria n® 518 — Ministério da Satdde — 2004).

De acordo com os resultados, verifica-se que a dgua fornecida pela SANASA-
Campinas/SP estava isenta de contaminacdo, atendia aos padrdes microbioldgicos
estabelecidos pela Portaria n° 518 do Ministério da Satde, de 25 de marco de 2004.

A SANASA informa que suas cinco estacdes de tratamento adotam o sistema
convencional de obtencdo de dgua potavel (etapas bdsicas: coagulacdo, floculacio,
decantacdo, filtracdo, desinfec¢do e fluoretagdo) a partir de dguas superficiais dos rios
Atibaia e Capivari, ambos pertencentes as Bacias Hidrograficas dos Rios Piracicaba,
Jundiai e Capivari. Estes rios se classificam na “Classe 2” conforme Resolu¢do n°® 357 -
CONAMA de 17/03/05, que estabelece parametros de qualidade para os corpos de dgua e
d4 as diretrizes ambientais para o seu enquadramento. Durante o decorrer do ano de 2011
ndo foram constatadas contaminagdes ou variagdes de qualidade nos rios que
comprometessem a qualidade da dgua produzida e distribuida em todos os pardmetros
analisados, conforme previsto na Portaria n° 2.914 do Ministério da Saude, de 12 de

dezembro de 2011.

5.2. Contagem inicial de microorganismos presentes na alface tipo solta crespa ‘Vanda’.

A Tabela 8 apresenta os valores encontrados nas amostras de alface apds a colheita,
que ndo passaram por nenhuma etapa de lavagem, acondicionadas em embalagens plasticas

e transportadas ao LTPC.
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Tabela 8. Contagem microbioldgica inicial na alface tipo solta crespa 'Vanda'.

Analise Contagem
Bolores e Leveduras (BL) * 9,5x10"
Meséfilos (Me) * 8,1x10°
Coliformes Totais (CT) ° >1,1x10°
Coliformes termotolerante, E. coli(ECT)" >1,1x10°
Salmonella (Sa) Presenca (P)

“Valor expresso em Unidade formadora de coldnia g~
> Valor expresso em Nimero mais provdvel g b

Dentre os microrganismos presentes na alface, os aerébios mesoéfilos apresentaram
maior valor de UFC seguidos de bolores e leveduras. A contagem dos coliformes totais,
coliformes termotolerantes e E. coli foi maior do que 1,1x103 . Detectou-se ainda, a
presenga de Salmonella.

A Resolucdo RDC 12, de 2 de janeiro de 2001 (BRASIL, 2001) estabelece padrdes
microbioldgicos para hortalicas, legumes e similares — frescos in natura, a contagem de até
10> UFC g "'de coliformes totais, fazendo parte desse grupo os termotolerantes a 45°C e a
auséncia de Salmonella em 25g de amostra. Portanto, a caracterizagdo microbioldgica da
alface ‘Vanda’ estd em desacordo com os padrdes estabelecidos pela legislagdo vigente.

Além da contaminagdo microbiolégica proveniente da dgua de irrigacdo, esta
também pode ser oriunda do solo, pelo fato da alface estar em contato direto com o
mesmo, contagem de bolores e leveduras de até 10’ UFC g'l, foram encontradas por Franco
e Landgraf (2006). O resultado obtido neste estudo assemelha-se ao encontrado por esses
autores.

Ressalta-se que o foco de contaminacdo das alfaces foi a dgua de irrigacdo que
estava em desacordo com o preconizado pela legislacdo, esse resultado foi similar aos
observados por Souto (2005) e Abreu et al. (2010) ao estudarem fontes de contaminagéo de
hortalicas, nas quais identificaram que a 4gua de irrigagdo foi o principal veiculo de
contaminagdo da alface. Segundo Guimardes et al. (2003), no municipio de Lavras/MG,
afirmam que a agua de irrigacdo foi responsdvel pela contaminagdo microbiolégica de

alface.

5.3. Contagem microbioldgica na alface tipo solta crespa ‘Vanda’ apds tratamento com

dgua refrigerada.

A Tabela 9 apresenta os resultados da contagem microbioldgica na alface usada
como controle, tratada com &dgua da rede publica de abastecimento em diferentes

temperaturas.
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Tabela 9. Contagem microbioldgica na alface tipo solta crespa 'Vanda' tratada com dgua
do sistema publico de abastecimento em diferentes temperaturas.

Temperatura Bolores e Meséfilos Coliformes Coliformes
da 4gua (°C) Levedurlas (UFC g .1)a Totaisl(ll:IMP Termotolerante§ % Salmonella
(UFCg™!)* g™ E. ColiNMP g™

5 4,1x 10" 7,3 x 10° 4,6 x 10° 1,1x10° Presenca
8 53x10"  52x10* 4,6 x 10° 1,1x10° Presenca
15 5,7x 10 7,5 x 10°* 1,1x10° 1,1x10° Presenca
22 5,9 x 10 3,8x 10" 1,1x10° 1,1x10° Presenca
25 35x10°  39x10° 1,1x10° 1,1x10° Presenca

4 Unidade Formadora de Coldnia g '
®Valores expressos em Nimero Mais Provavel g !

Em relacdo a contaminacio inicial (Tabela 8), para o grupo dos bolores e leveduras,
todos os tratamentos reduziram a contaminacdo desse grupo, com destaque para a
temperatura de 25°C que promoveu a maior reducio desses microrganismos passando de
9,5 x 10* para 3,5 x 10* UFC g™'. Na contagem dos aerébios mesdfilos, observou-se que as
maiores redugdes ocorreram nas temperaturas de 22 e 25°C, sendo reduzida de 8,1x10°
para 3,8 e 3,9 x 10* UFC g . Para a andlise de coliformes totais as maiores reducdes
ocorreram nas temperaturas de 5 e 8°C, passando de valores maiores que 1,1x10° para 4,6 x
10> NMP g 1A contagem de coliformes termotolerantes e E. Coli, em todas as faixas
térmicas estudadas, promoveu a reducdo de valores maiores que 1,10x10° NMP g ! para
1,1x10° NMP g . Observou-se, ainda, que ndo houve alteracio na contagem de
Salmonella, demonstrando que a imersdo da alface em dgua potdvel na faixa térmica
estudada ndo elimina essa bactéria.

Os tratamentos utilizando unicamente dgua potavel nas temperaturas de 5, 8, 15, 22
e 25°C auxiliaram na reducdo dos microrganismos patog€nicos presentes na amostra,
exceto Salmonella, porém ndo foram suficientes para adequar essa hortalica aos padrdes

microbioldgicos estabelecidos pela Resolugdo RDC 12, de 2 de janeiro de 2001.

5.4. Contagem microbioldgica na alface tipo solta crespa ‘Vanda’ nos tratamentos com

dgua ozonizada.

A Tabela 10 apresenta os resultados microbiolégicos na alface ‘Vanda’ apds os
tratamentos de sanitizacdo com dgua ozonizada sob diferentes concentra¢des de ozdnio e

temperaturas.
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Tabela 10. Contagem microbioldgica na alface tipo solta crespa 'Vanda' sanitizada com
dgua ozonizada por 1 minuto, em diferentes concentragdes e temperaturas.

Contagem microbioldgica

ECT CT BL Me Sa
Tratamento NMP (g NMP (g UFC(g" UEC(g™" PouA
Tl 02mgL'e8C) 2,1x10" 7,5x10" 5,70x 10° 4,50 x 10* Presenca
T2 (0,8mgL"’ e 8°C) <3 <3 2,30x 10° 8,90 x 10° Auséncia
T3 (02mgL'e22°C) 2,1x10" 38x10" 4,10x10° 520x 10* Presenca
T4 (0,8 mg L' e 22°C) <3 <3 2,70x 10* 8,40 x 10> Auséncia
T5 (0, mgL'e15°C) 3,8x10" 2,1x10° 6,70x 10° 6,30 x 10* Presenca
T6 (0,9 mgL™" e 15°C) <3 <3 1,70 x 10° 7,30 x 10° Auséncia
T7 (0,5mgL" e 5°C) <3 <3 4,50 x 10* 2,70 x 10* Auséncia
T8 (0,5mgL" e 25°C) <3 <3 3,30x 10° 3,10 x 10" Auséncia
T9 (0,5mgL" e 15°C) <3 <3 2,90 x 10° 2,50 x 10* Auséncia
T10 (0,5mgL" e 15°C) <3 <3 2,40 x 10° 2,30 x 10* Auséncia
T11 (0,5mgL" e 15°C) <3 <3 2,10x 10° 2,10 x 10* Auséncia

Os tratamentos resultaram na redugdo de UFC g'1 de bolores e leveduras variando
de 1,7 x10° para 6,7x103, para aerébios mesoéfilos de 7,3 x10° para 6,3 x 104; para
coliformes termotolerantes e E. coli de valores menores que 3 para 3,8x10' NMP g'1 e,
para coliformes totais de valores menores que 3 para 2,1 x 10° NMP g . Com excegdo dos
tratamentos T1, T3 e TS5, todos os demais foram eficazes na eliminacdo da bactéria
Salmonella. Exceto para Salmonella nos tratamentos com dgua ozonizada T1, T3, e T5
todos os demais apresentaram contagem inferior aos tratamentos controle a diferentes
temperaturas (Tabela 9). Portanto, as concentrac¢des de 0,1 e 0,2 mg de ozodnio por litro de
dgua nio foram efetivas para o controle de Samonella.

Desse modo, as concentragdes de ozonio 0,5; 0,8 e 0,9 mg L! foram eficazes para a
reducdo dos microrganismos aos niveis preconizados pela legislagdo vigente (Salmonella
sp ausente em amostra de 25g).

Esses resultados ressaltam a necessidade de utilizar um agente sanizante para a

reducdo dos microrganismos aos niveis recomendados pela legislagéo.
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5.5. Contagem microbioldgica na alface tipo solta crespa ‘Vanda’ sanitizada com dgua

ozonizada, durante o armazenamento a 5°C.

A Tabela 11 apresenta os resultados da contagem microbiolégica na alface nos

tratamentos com 4dgua ozonizada por 1 minuto, no 3°, 6° e 9° dia de armazenamento a 5°C.
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Tabela 11. Contagem microbioldgica de alfaces tipo solta crespa 'Vanda' nos tratamentos
com &gua ozonizada por 1 minuto, nos dias 3, 6 e 9 de armazenamento a 5°C.

Contagem microbioldgica

Armazenagem ECT CT BL Me
Tratamento (dias) NMP (g NMP (g UEC (g UFC (g™
3 2,1x10"  7,5x10" 6,20x 10° 5,50 x 10*
T1 (0,2mgL" e 8C) 6 2,1x10"  7,5x10" 430x10* 8,40x 10°
9 2,1x 10! 7,5x 10" 6,90x 10° 2,50 x 10°
3 <3 <3 3,10x 10° 4,00 x 10*
T2 (0,2mg L' e 8°C) 6 <3 <3 3,60x 10° 6,10 x 10*
9 <3 <3 1,70 x 10* 2,10x 10°
3 2,1x10"  3,8x10" 5,60x10° 6,90 x 10*
T3 (0,2mgL" e 22°C) 6 2,1x10"  3,8x10" 6,40x10* 2,80 x 10°
9 2,1x10"  3.8x10" 2.80x10° 1,90 x 10°
3 <3 <3 3,60 x 10° 4,70 x 10*
T4 (0,8 mgL"' e 22°C) 6 <3 <3 6,20 x 10° 6,30 x 10°
9 <3 <3 2,40 x 10* 8,90 x 10°
3 38x10"  2,1x10* 7,60x10° 7,10 x 10*
T5 (0,1 mgL" e 15°C) 6 38x 10" 2,1x10* 8,10x10° 5,90x 10°
9 3.8x10"  2,1x10* 550x10* 7,10 x 10°
3 <3 <3 2,70x 10> 3,80 x 10*
T6 (0,9 mgL" e 15°C) 6 <3 <3 520x 10° 5,30 x 10*
9 <3 <3 1,20 x 10* 2,50 x 10°
3 <3 <3 5,80 x 10° 5,70 x 10*
T7 (0,5mgL" e 5°C) 6 <3 <3 6,50 x 10° 6,50 x 10"
9 <3 <3 2,10x 10* 7,40 x 10°
3 <3 <3 6,30 x 10° 6,90 x 10*
T8 (0,5mgL" e 25°C) 6 <3 <3 4,10x 10* 1,50 x 10°
9 <3 <3 7,20 x 10* 4,20 x 10°
3 <3 <3 3,20x 10° 7,10 x 10*
T9 (0,5mgL" e 15°C) 6 <3 <3 420x10° 1,70x 10°
9 <3 <3 3,90 x 10* 3,50 x 10°
3 <3 <3 3,00x 10° 7,40 x 10*
T10 (0,5 mgL" e 15°C) 6 <3 <3 4,50 x 10° 1,80 x 10°
9 <3 <3 3,2x 10° 2,90 x 10°
3 <3 <3 3,30 x 10° 7,80 x 10*
T11 (0,5mgL" e 15°C) 6 <3 <3 4,70 x 10° 2,60 x 10°
9 <3 <3 2,30 x 10* 3,10x 10’
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Observou-se que em todos os tratamentos a concentracdo inicial de coliformes
totais, coliformes termotolerantes e E. Coli permaneceu a mesma durante todo o periodo de
avaliacdo. Guth (2000), verificou tendéncia similar ao realizarem estudos com E. coli,
notando que o ozdnio foi capaz de penetrar na membrana celular e reagir com substincias
citoplasmaticas, que possivelmente diminuiu sua capacidade multiplicadora.

Ao final do armazenamento, os tratamentos T1, T3 e T5 apresentaram as maiores
contagens para os microrganismos deteriorantes, sendo superiores a 10° UFC g”'. Embora a
legislacdo ndo estabeleca padrdes microbioldgicos para microrganismos mesdfilos e
bolores e leveduras, essas determinagdo reflete nas condi¢des higiénicas dos produtos,
como as condi¢des de producdo, a situagdo da matéria-prima, do ambiente e do
armazenamento (SILVA et. al., 2001). Vitti (2004) afirma que contagens acima de 10°
UFC 'g sdo indesejaveis devido o risco potencial de perdas das caracteristicas
organolépticas e comprometimento da qualidade do alimento.

Em todos os tratamentos com d&gua ozonizada, a reducdo de coliformes
termotolerantes e E. coli foi maior do com os tratamentos controle, ,tanto nos tratamentos
com 4gua ozonizada quanto nos tratamentos controle a contagem microbioldgica de
coliformes termotolerantes e E. coli e permaneceu a mesma até o ultimo dia de anélise.

Os tratamentos com dgua ozonizada reduziram até 1,48 ciclos logaritmicos na
contagem de coliformes termotolerantes e E.coli .

O comportamento dos coliformes totais foi o mesmo observado nos coliformes
termotelerante e E. coli, ndo havendo crescimento desse microrganismo até o final do
armazenamento.

Os tratamentos com dgua ozonizada apresentaram melhor desempenho na reducio
de bolores e leveduras em comparacdo aos tratamentos controle.

Nos tratamentos com dgua ozonizada verificaram-se as maiores reducdes na
populacdo de mesdfilos. Apesar da temperatura 6tima de crescimento de mesoéfilos ser de
20 a 30°C, observou-se que para os tratamentos com dgua ozonizada houve aumento na

contagem dos mesofilos durante o armazenamento a 5°C (ANTONIOLLI, 2005).

5.6. Indice de clorofila.

Os resultados experimentais obtidos na determinacdo do indice de clorofila em
alface tipo solta crespa ‘Vanda’ s@o apresentados na Tabela 12.
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Tabela 12. Indice de clorofila em alface tipo solta crespa 'Vanda' nos tratamentos com
dgua ozonizada durante os dias de armazenamento a 5°C.

Tratamento Clorofila (SPAD)
Dia0 Dia3 Dia6 Dia9
Tl 20,4 18,1 17,6 16,31
(0,2mg L™ e 8°C)
T2 16,5 143 13,5 129
(0,8mg L™ e 8°C)
T3 21,2 193 17,5 164
(0,2mg L™ e 22°C)
T4 233 203 189 16,3
(0,8mg L' e 22°C)
T5 22,4 20,5 196 175
(0,1mg L™ e 15°C)
T6 22,1 20,3 19,1 135
(0,9 mgL" e 15°C)
T7 21,7 196 17,6 14,0
(0,5mg L™ e 5°C)
T8 18,5 173 154 134
(0,5mg L™ e 25°C)
T9 23,4 206 163 11,7
(0,5mg L™ e 15°C)
T10 19,1 182 157 126
(0,5mg L™ e 15°C)
T11 19,3 16,7 154 13,7

(0,5mg L™ e 15°C)

Os valores de clorofila no dia 0 oscilaram entre 16,5 e 23,4. Segundo Uddling et al.
(2007), a distribui¢do da clorofila na superficie da folha é desuniforme, principalmente em
folhas bem esverdeadas, o que pode resultar a uma subestimag@o dos valores do SPAD em
folhas com altos teores de clorofila.

O tratamento T2 mostrou o melhor desempenho na manutencdo de clorofila, com
reducdo de 21%, porém, o tratamento T9 apresentou perda de 50%.

Embora ocorra perda de clorofila, atestada pela medicdo com equipamento SPAD-502,
mesmo em ambiente refrigerado e com auséncia de luz, condi¢des estas que tendem a
favorecer a preservagdo da clorofila (BAREA e REINEHR, 2006; PARK et al., 1999), ndo
¢é possivel afirmar que o valor porcentual de perda medida objetivamente seja perceptivel

pelo consumidor sem uma avaliacdo sensorial.
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5.7. Andlise estatistica.
5.7.1. Efeito dos tratamentos com dgua ozonizada na redu¢io microbioldgica

As tabelas a seguir apresentam os resultados do coeficiente de regressdo para as
respostas bolores e leveduras, mesdfilos e clorofila. Nédo foi possivel realizar a andlise para
utilizar os dados de coliformes totais, coliformes termotolerantes e E.coli, pois 0s
resultados sdo estimados em niimeros mais provaveis, ndo sendo um valor mensuravel. Por
ser um processo que envolve muita manipulagdo e utilizar material biol6gico, optou-se por
utilizar o intervalo de 90% de confianga.

Analisando-se os coeficientes de regressdo para a resposta Bolores e Leveduras nos
dias 0, 3, 6 e 9 (Tabela 13), observa-se que somente os termos do Dia O foram
estatisticamente significativos, sendo possivel realizar a Andlise de Variancia (Tabela 14).
A partir desses resultados, construiu-se a superficie de resposta (Figura 4A) e a curva de
contorno (Figura 4B) e obteve-se o modelo.

A Equacdo 2 apresenta o modelo completo obtido para a resposta Bolores e
Leveduras no Dia 0.

Y=2466,67 —1483.88x; + 779,17x;> = 362,13x, + 629,17x,> +500 X;X» (2)

O valor da interacdo x;x; no Dia 0 nao foi estatisticamente significativo, mas como
esse valor estd proximo da faixa do p-valor, resolveu-se considera-lo para fazer a ANOVA.
Nas demais respostas Dia 3, Dia 6 e Dia 9, percebeu-se que as varidveis
temperatura e concentracdo de dgua ozonizada ndo apresentam influéncia sobre essas
respostas, visto que o erro padrdo foi muito alto, indicando que esse resultado ndo

representa os dados experimentais obtidos.
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Tabela 13. Coeficiente de regressao para a resposta Bolores e Leveduras durante 9 dias de
armazenamento.

Dia 0
Fatores Coeficiente de Regressao P}s;::go t(5) p-valor
Média 2466,67 288,35 8,554 0,000360
Xi(L) -1483,88 176,58 -8,40330 0,000391
X1(Q) 779,17 210,17 3,70720 0,013895
X5(L) -362,13 176,58 -2,05077 0,095549
X5(Q) 629,17 210,17 2,99352 0,030324
X1 X, 500,00 249,72 2,00219 0,101655
Dia 3
Fatores Coeficiente de Regressao Err(~) t(5) p-valor
Padrao
Média 3166,67 403,9633 7,83900 0,000542
Xi(L) -1503,71 247,3760 -6,07862 0,001742
X1(Q) 747,92 294.4363 2,54016 0,051883
X, (L) 75,89 247,3760 0,30677 0,771381
X5(Q) 1197,92 294.4363 4,06851 0,009648
X1 X, 275,00 349,8425 0,78607 0,467427
Dia 6
Fatores Coeficiente de Regressao Err(~) t(5) p-valor
Padrao
Média 4466,7 10283,39 0,43436 0,682134
Xi(L) -12787,7 6297,26 -2,03067 0,098028
X1(Q) 4654,2 7495,24 0,62095 0,561841
X5(L) 9173,8 6297,26 1,45679 0,204957
X5(Q) 13204,2 7495,24 1,76167 0,138425
X1 X5 -4850,0 8905,68 -0,54460 0,609430
Dia 9
Fatores Coeficiente de Regressao Err(~) t(5) p-valor
Padrao
Média 31333 119189,1 0,26289 0,803126
X (L) -123726 72988,1 -1,69516 0,150815
X1(Q) 54271 86873,3 0,62471 0,559557
Xo(L) -41359 72988,1 -0,56666 0,595436
X5(Q) 60771 86873,3 0,69953 0,515416
X1 X5 104250 103220,8 1,00997 0,358859
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Tabela 14. Andlise de variancia para a resposta Bolores e Leveduras Dia 0.

ANOVA - Bolores e Leveduras Dia 0

Fonte de variacio SQ Gl QM Fea p-valor
Regressido 24081822,5 5 4816364,5
Residuos 19,31 <0,0001
1247268,4 5 249453,7
Total 25329091 10 2532909,1

% Variacdo explicada (R2?) =95,08 F ¢ 1.5.5 = 10,97

A relagdo do F calculado com o F tabelado para a regressdo foi de 8,34 com um

coeficiente de 95,08% explicando o modelo, a ANOVA (Tabela 14) foi validada.
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Figura 4. Superficie de resposta (A), curva de contorno (B) e valores experimentais em
funcdo dos valores previstos pelo modelo (C) para a resposta Bolores e Leveduras Dia 0.

Através na andlise da superficie de resposta (Figura 4), verifica-se que para a
reducdo da contagem de Bolores e Leveduras Dia 0 deve-se trabalhar em concentragdes de

0,8 a 0,9 mg de ozodnio e com faixa de temperatura de 8 a 20°C. Para realizar a validagao
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dos experimentos, sugere-se fixar a faixa de trabalho os valores minimo de ambos os

parametros, 0,8 mg e 20°C.

A Tabela 15 apresenta os valores encontrados para o coeficiente de regressdo para a

resposta Mesofilos nos dias 0, 3, 6 e 9.

Tabela 15. Coeficiente de regressdo para a resposta Mesdfilos durante 9 dias de

armazenamento.
Dia 0*

Fatores Coeficiente de Regressao Erro Padrao t(5) p-valor
Média 25000,0 1414,729 17,6712 <0,0001
Xy(L) -19809,0 1190,672 -16,6368 <0,0001
Xi(Q) 4575,0 1354,500 3,3776 0,0096

Dia 3

Fatores Coeficiente de Regressao Erro Padrao t(5) p-valor
Média 74333,3 2712,717 27,40180 0,000001
Xi(L) -10458,6 1661,193 -6,29585 0,001487
Xi(Q) -11416,7 1977,215 -5,77411 0,002191
Xo(L) 4746,3 1661,193 2,85718 0,035524
X5(Q) -7166,7 1977,215 -3,62463 0,015146
X X5 -1750,0 2349,282 -0,74491 0,489837

Dia 6

Fatores Coeficiente de Regressiao Erro Padrao t(5) p-valor
Média 203333,3 142313,9 1,428767 0,212446
Xi(L) -54685,7 87149,1 -0,627495 0,557873
Xi(Q) 19083,3 103728,2 0,183974 0,861262
Xa(L) 16151,0 87149,1 0,185326 0,860256
X>(Q) 44833,3 103728,2 0,432219 0,683587
X X, 282250,0 123247.,4 2,290108 0,070640

Dia 9

Fatores Coeficiente de Regressiao Erro Padrao t(5) p-valor
Média 316667 646510,2 0,48981 0,645002
Xy(L) -1623420 395905,0 -4,10053  0,009350
X1(Q) 1491042 471221,2 3,16421 0,024977
Xo(L) -46569 395905,0 -0,11763  0,910943
X5(Q) -56458 471221,2 -0,11981  0,909297
X X, 320000 559894,2 0,57154 0,592368

*Valores reparametrizados

Para a resposta Mesdfilos Dia 0, foi feita a reparametrizacdo dos resultados e
apenas os valores da varidvel concentracdo tiveram influéncia na resposta. Para as demais,

nio houve nenhum paridmetro estatisticamente significativo. A tabela da ANOVA (Tabela
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16) apresenta uma variacao explicada de 97%. Assim, foi possivel construir a superficie de
resposta (Figura 5 A) e a curva de contorno (Figura 5 B).

Assim como para a resposta de Bolores e Leveduras nos Dias 3, 6 e 9 percebeu-se
que as varidveis temperatura e concentracdo de dgua ozonizada ndao apresentam influéncia
nas respostas de Mesdfilos, haja visto que o erro padréo foi muito alto, indicando que esse
resultado ndo representa os dados experimentais obtidos.

Analisando os coeficientes de regressdo (Tabela 15) para a resposta Meséfilos dia 0
e ignorando os fatores ndo significativos (p <0,10) obtem-se o seguinte modelo:

Y= 25000 — 19809 x; + 4575x,” 3)

Tabela 16. Andlise de variancia para a resposta Mesofilos Dia 0.

ANOVA - Mesofilos Dia 0

Fonte de variacao SQ Gl QM Fea p-valor
Regresséo 3268549099,5 2 1634274549,8 144,10
<0,0001
Residuos 90732718,7 8 11341589,8
Total 25329091 10

% Variagdo explicada (R?) =97,30 F (9105 = 8,65

Na Figura 5 observou-se que a para a obtengc@o dos menores valores para a resposta
Mesoéfilos Dia 0, deve-se trabalhar com concentra¢io de 0,9 mg L ! de oz6nio. Visto que a
temperatura ndo foi estatisticamente significativa, a superficie revela que pode ser utilizada
qualquer faixa. Em relacdo a temperatura, para nenhuma das respostas esta varidvel foi
estatisticamente significativa dentro das condi¢des estudadas. Portanto, para mesoéfilos
qualquer uma das temperaturas pode ser usada na sanitizacdo, visando economizar energia,

sugere-se trabalhar com a temperatura de 25°C.
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Figura 5. Superficie de resposta (A), curva de contorno (B) e valores experimentais em
funcao dos valores previstos pelo modelo (C) para a resposta Meséfilos Dia 0.

5.7.2. Efeito dos tratamentos com dgua ozonizada na reducdo de clorofila

De acordo com os dados apresentados na Tabela 17, verifica-se que nenhum dos
termos foi estatisticamente significativo, em muitos casos os erros padrdes foram maiores
que os proprios coeficientes do modelo. Dessa forma, ndo € adequado tirar o modelo para
gerar a superficie de resposta, porque os valores dos resultados estio muito préximos,

implicando que os pardmetros concentracdo de 0zdnio e a temperatura da dgua ndo t€m

influéncia no teor de clorofila.
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Tabela 17. Coeficiente de regressdo para a resposta Clorofila durantes 9 dias de

armazenamento.
Dia 0
Fatores Coeficiente de Regressao Erro Padrao t(5) p-valor
Média 22,65667 2,393194 9,467123 0,000222
Xy(L) -0,62803 1,465526 -0,428538 0,686094
X1(Q) -0,58458 1,744325 -0,335134 0,751127
X,(L) 0,03431 1,465526 0,023415 0,982225
X5(Q) -1,65958 1,744325 -0,951419 0,385083
X; X, 0,80000 2,072567 0,385995 0,715379
Dia 3
Fatores Coeficiente de Regressao Erro Padrao t(5) p-valor
Média 20,83667 2,494211 8,354011 0,000402
Xy(L) -0,01036 1,527386 -0,006780 0,994853
X1(Q) -0,38708 1,817953 -0,212923 0,839796
X,(L) 0,86841 1,527386 0,568562 0,594238
X2(Q) -1,36208 1,817953 -0,749240 0,487443
X1 X, 1,95000 2,160050 0,902757 0,408039
Dia 6
Fatores Coeficiente de Regressao Erro Padrao t(5) p-valor
Média 15,80000 0,885870 17,83558 0,000010
X,(L) -0,41922 0,542482 -0,77278 0,474577
X1(Q) 1,51583 0,645683 2,34764 0,065752
X,(L) 0,26692 0,542482 0,49204 0,643529
X2(Q) 0,09083 0,645683 0,14068 0,893616
X; X, 1,36167 0,767186 1,77489 0,136089
Dia 9
Fatores Coeficiente de Regressiao Erro Padrao t(5) p-valor
Média 12,36889 0,784743 15,76171 0,000019
X,(L) -1,12616 0,480555 -2,34345 0,066096
X1(Q) 1,80431 0,571975 3,15452 0,025250
X,(L) 0,34241 0,480555 0,71253 0,507997
X2(Q) 0,90431 0,571975 1,58102 0,174714
X1 X, 0,84500 0,679607 1,24337 0,268853
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6. CONCLUSOES
A 4gua ozonizada nas concentracdes de 0,5, 0,8 e 0,9 mg L no tempo de contato de um
minuto foi eficiente na eliminagdo de E. coli e Salmonella.

Os tratamentos com dgua ozonizada ndo tiveram influéncia significativa na degradacio da
clorofila.

A sanitizacdo de alface com dgua ozonizada nas concentracdes de 0,5; 0,8 e 0,9 mg L'l, por
um minuto pode ser realizada a temperatura de 25°C.
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