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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito da sanitizacao por ozonizacao
aquosa e da a cloracao na reducao da carga microbiana de morangos submetidos ao
processamento minimo. Morangos foram selecionados, lavados em agua corrente e
submetidos aos tratamentos: T1) Imersdao em agua ozonizada a 0,2 mg L' por 5 min; T2)
Imersao em agua ozonizada a 0,5 mg L' por 5 min; T3) Imersdao em agua ozonizada a
1,0 mg L' por 5 min; T4) Cloracao; T5) Controle; T6) Morangos in natura. Posteriormente,
os frutos foram processados, drenados, embalados e armazenados em camara de
refrigeracao a 5°C + 1°C, por seis dias. As analises microbiolégicas para Coliformes a 35°C
(NMP g') e Contagem de Fungos Filamentosos e Leveduras (UFC g') foram realizadas
no dia do processamento. Enquanto que as analises microbiologicas de Enumeracao de
estafilococos coagulase positiva, Coliformes a 45°C (NMP g'), e deteccao de Salmonella
sp. foram realizadas no dia do processamento e apos 6 dias de armazenamento. A carga
microbiana de Coliformes totais foi constatada apenas em T6. Os tratamentos com a
agua ozonizada foram mais eficientes do que o cloro na remocéo de fungos filamentosos
e Leveduras. A contaminacao por Salmonella sp., E. coli, e coliformes 45°C nao foram
observada em nenhuma das avaliacoes.

PALAVRAS-CHAVE: Alimentos Minimamente Processados; Seguranca Alimentar; Sanitizantes

ABSTRACT

The objective of this study was to evaluate the efficacy of the sanitization process using
aqueous ozone and chlorination in reducing the microbial load on strawberries subjected
to minimal processing. Strawberries were selected, washed in tap water, and sanitized
using the following treatments: T1) Immersion in aqueous ozone at 0.2 mg/L for 5 min;
T2) Immersion in aqueous ozone at 0.5 mg/L for 5 min; T3) Immersion in aqueous ozone at
1.0 mg/L for 5 min; T4) Chlorination; T5) Control; or T6) Strawberries without sanitization
(natural). After sanitization, the fruits were processed, drained, packaged, and stored
under refrigeration at 5°C + 1°C for 6 days. Microbiological analyses for coliforms at 35°C
(MPN/g) and counts of filamentous fungi and yeasts (CFU/g) were performed on the day of
processing. Microbiological enumeration of coagulase-positive staphylococci, coliforms at
45°C (MPN/g), and detection of Salmonella spp. were performed on the day of processing
and again after 6 days of storage. The microbial count of total coliforms was observed
only in T6. Treatments with aqueous ozone were more effective than treatment with
chlorine in removing filamentous fungi and yeasts. Contamination by Salmonella spp.,
Escherichia coli, and coliforms at 45°C was not observed in the analyzed samples.
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INTRODUCAO

A demanda por vegetais frescos minimamente processados tem
se tornado cada vez mais crescentes entre os consumidores,
devido as suas caracteristicas de frescor e conveniéncia'. En-
tretanto, a vida (til desses produtos, em geral, é limitada pela
multiplicacdo de micro-organismos, que promove alteracoes nas
suas caracteristicas sensoriais e nutritivas?.

0 processamento minimo de morango além de facilitar a vida do
consumidor surge como uma alternativa para aumentar o prazo
de vida 0til do fruto in natura, com adocgado de etapas que pos-
sam garantir um produto que atenda a demanda do mercado
consumidor atual, com tendéncia de consumo crescente de ali-
mentos saudaveis, frescos e de alta qualidade’.

Produtos minimamente processados devem apresentar qualidade
microbioldgica assegurada pela reducdo dos micro-organismos pa-
togénicos e deteriorantes e sao dependentes da microbiota presen-
te na matéria-prima, da contaminacao em cada etapa do processo
e das condicoes de manutencao do produto, que podem permitir
a multiplicacdo microbiana. Isso favorece o aumento da vida Util
do produto, uma vez que tais micro-organismos, em concentracoes
elevadas, prejudicam a salde e a aceitacao do produto*.

A Resolucdo RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, do Ministério
da Salde’®, estabelece apenas os padrdes microbiologicos sanita-
rios para alimentos. Para produtos para os frutos minimamente
processados ainda ndo existe padroes especificos. Esses podem
ser inseridos no grupo de alimentos designados como: “frutas
frescas, in natura, preparadas (descascadas ou selecionadas ou
fracionadas), sanitizadas, refrigeradas ou congeladas, para con-
sumo direto”. A tolerancia maxima para este tipo de produto é
de 5 x 102 NMP.g"" ou UFC.g"' de coliformes a 45° C e auséncia de
Salmonella sp. em 25 g.

O preparo adequado é crucial para garantir qualidade micro-
bioldgica de alimentos minimamente processados. O manuseio
pos-colheita excessivo, a higienizacdo impropria dos frutos, com
sanitizantes inadequados ou agua de ma qualidade e os equipa-
mentos nao sanitizados contribuem para o aumento da popula-
cao de microrganismos nos frutos e hortalicas, aumentando os
riscos de patogenos e deterioradores nesses produtos®’. O que
pode acarretar em surtos de doencas transmitidas por alimentos
e pela deterioracédo das propriedades fisiologicas e quimicas dos
produtos minimamente processados?.

Segundo Loud et al. (2005)%, tém-se detectado elevada carga de
micro-organismos indicadores de mas condigdes higiénicas (coli-
formes totais e fecais) nos produtos minimamente processados.
0 autor cita que duas hipoteses podem explicar esse fato, sdo
elas: as condicoes de sanitizacao e seu monitoramento nao estao
sendo suficientes para reduzir a carga microbiana; ou esta ha-
vendo recontaminacao do produto apds a sanitizacao.

Abadias et al. (2008)° demonstraram que produtos minimamen-
te processados, como frutas, hortalicas e brotos poderiam abri-
gar alta contagens de bactérias patogénicas, como Salmonella,
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Listeria monocytogenes, Aeromonas hydrophila e Escherichia
coli 0157:H7. Assim, a higienizacdo da producao ira desempe-
nhar um papel importante para garantir a qualidade e seguranca
para o consumo humano.

A etapa de sanitizacdo é de suma importancia para a qualidade
microbioldgica de produtos minimamente processados, com o
objetivo de reduc&o significativa da presenca de patogenos nes-
ses produtos. Contudo, além de uma atividade microbicida efi-
caz, € importante que o sanitizante seja seguro ao consumidor,
do ponto de vista toxicologico™.

Dentre os sanitizantes mais usados na indUstria de alimentos
para fins de higienizacdo, incluem-se os compostos clorados'!.
Todavia, estes produtos vém sofrendo restricées quanto a sua
utilizacdo, devido a formagao de subprodutos altamente toxi-
cos e cancerigenos como os compostos organoclorados, triha-
lometanos (THMs) e acidos haloacéticos, quando aplicados em
materiais organicos'2. Dentre outras preocupacdes, o aumen-
to da temperatura da agua de lavagem durante a sanitiza-
céo possibilita a liberagéo do cloro gasoso (Cl,), que é toxico.
Além disso, o cloro é considerado corrosivo para alguns ma-
teriais constituintes dos equipamentos, mas por outro lado,
esporos bacterianos e oocistos de protozoarios demonstram
alguma resisténcia ao ataque do cloro™.

No entanto, a reducao da eficiéncia microbioldgica aliada a al-
teracao sensorial e eventual formacao de compostos clorados
cancerigenos apontaram a necessidade de metodologias de des-
contaminacao alternativas ao cloro. Além disso, os consumidores
cada vez mais conscientes estao exigindo produtos mais seguros
e com menor impacto ao meio ambiente e a satde humana'.

Com isso, é cada vez mais notoéria a busca por sanitizantes al-
ternativos, surgindo a opgao da utilizagcdo de oz6nio aquoso. O
ozoOnio é um produto seguro, apresenta capacidade de autode-
composicao, ndo gerando residuos toxicos, ndo deixa residuos
nos alimentos e é um agente microbicida?2. Assim, investigagoes
de sua atuacao sobre uma grande variedade de micro-organis-
mos, na forma de células vegetativas ou esporos, em ambientes
industriais e também nos alimentos, tém despertado atencao de
sua aplicacdao em todo o mundo'.

0 ozobnio é o sanitizante com maior potencial de oxidacao que
pode entrar em contato com o alimento''. Os produtos oriundos
da sua decomposicao (radicais OH, O, e HO,’) agem potenciali-
zando seu efeito oxidante, assim, aliado ao seu alto potencial de
oxidacdo, contribui para torna-lo eficaz contra inimeras espé-
cies de micro-organismos patogénicos e deteriorantes a baixas
concentracoes e tempo de contato reduzido quando comparado
aos sanitizantes utilizados comercialmente. Consequentemente,
a reducao no tempo de sanitizacao torna este processo um atra-
tivo para as indUstrias processadoras e casas de embalagem que
buscam otimizar o tempo na linha de producao, tendo em vista
uma maior produtividade®.
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No entanto, a aplicacdo do ozonio ndo pode ser considerada to-
talmente benéfica aos alimentos, pois, em concentracdes altas,
a qualidade nutricional e sensorial pode ser afetada alterando
o sabor e a coloracdo do produto alimenticio. Contudo, estas
alteracées dependem da composicdo quimica do alimento, da
dosagem de ozonio e das condicdes do tratamento utilizado'22.

Diferentemente do processo de cloracdo, na ozonizagcdo nao ha
a formacao de compostos organicos halogenados quando usado
como desinfetante de agua contendo matéria organica natural,
entretanto, é capaz de causar a formagao de outros subprodutos
organicos e inorganicos. Ha relatos'>'" de que aguas com niveis de
ion brometo elevados podem acarretar a formacao de subprodutos
bromados, que sao carcindgenos potenciais durante os processos
de cloracdo e também da ozonizacdo. Entretanto, se a condicdo
da ozonizacao for devidamente aplicada, com tempo de exposicao
e concentracao de ozonio adequados, e a agua a ser tratada néo
apresentar niveis demasiadamente elevados de bromo, a geracéo
de subprodutos da ozondlise pode ser minimizada'.

Apesar do ozonio e outros sanitizantes como peroxido de hidrogénio
e o acido peroxiacético terem sido testados em alimentos minima-
mente processados, o uso de produtos a base de cloro ainda é ma-
joritario™. Tendo em vista que este é um sanitizante relativamente
facil de aplicar, monitorar e apresenta um custo relativamente baixo.

Considerando a importancia da etapa de sanitizacdo durante o
processamento minimo e a necessidade de métodos de desinfec-
¢ao que assegurem aos consumidores maior seguranca de produ-
tos, o objetivo deste trabalho foi avaliar a eficacia da sanitizacdo
por ozonizacao aquosa e cloracao na reducao da carga microbia-
na de morangos minimamente processados.

MATERIAIS E METODOS

Preparo das amostras

Morangos, cultivar Camino Real, oriundos de uma propriedade
tradicional na producao de morangos, localizada em Nova Fribur-
g0, Rio de Janeiro, regiao serrana fluminense (22° 15’ 55,3” S;
42° 36’ 27,3” 0; 1.108m), foram colhidos no estadio de matu-
racdo comercial (% da superficie de cor vermelho-brilhante) e
posteriormente transportados para o laboratério de Fisiologia
e Tecnologia Pds-colheita de Frutas e Hortalicas da Embrapa
AgroindUstria de Alimentos, onde foram armazenadas em cama-
ra fria a 5°C por 24 horas, até o inicio do experimento. Os frutos
foram submetidos a uma selecao visual, buscando uniformizar os
lotes quanto ao tamanho e coloracao, descartando-se frutos com
lesbes, deformados, danificados e doentes.

Apos a selecao, os frutos foram lavados em agua corrente, a fim
de remover o excesso de sujidades e posteriormente submetidos
aos tratamentos: T1) Imersao em agua ozonizada a 0,2 mg L' por
5 min; T2) Imersdao em agua ozonizada a 0,5 mg L' por 5 min;
T3) Imers&o em agua ozonizada a 1,0 mg L' por 5 min; nos trata-
mentos com agua ozonizada, os frutos foram submersos em agua
a 10° + 1°C. T4) Imersao em solucao de Sumaveg® a 150 mg L' e
posterior enxague com 5 mg L', ambos com agua resfriada a 10°C,
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por 10 minutos; T5) Controle, lavagem em agua corrente; O T6)
Consistiu de morangos que nao passaram pelos processos de corte
e sanitizacao, os mesmos foram denominados como in natura.

0 oz0nio aquoso foi produzido por processo eletroquimico (Ozone &
Life 3.0 RM) utilizando oxigénio ultra puro, sendo dissolvido em agua
a 10°C, através de um difusor, de forma continua até atingir as con-
centracoes de trabalho. Tais concentracoes foram monitoradas utili-
zando-se de um analisador de ozbnio, Fotometro (SAM Ozdnio 1-2019)
em conjunto com o kit analitico fotométrico (K-7423).

Apos passar pelos diferentes processos de sanitizacdo, os frutos
foram entao processados minimamente em sala com ar refrige-
rado com temperatura em torno de 15° + 2°C. Primeiramente,
foi realizada a operacao de corte do calice e do pedinculo, uti-
lizando-se facas amoladas, com lamina de aco inoxidavel, esta
operacao foi feita manualmente, o que aumenta a possibilidade
de contaminacéo desses alimentos por micro-organismos patogé-
nicos que oferecem risco a salde do consumidor e, no minimo,
reduzem a vida Gtil do produto. Posteriormente os frutos foram
colocados em bandejas de poliestireno expandido (isopor), com
papel toalha para a drenagem da agua em excesso. Em seguida,
os frutos processados minimamente foram acondicionados em
embalagens de polietileno tereftalato (PET), contendo cada uma
aproximadamente 200 g de morangos processados minimamen-
te, em camada Unica e armazenados em camara de refrigeracao
(5° +1 °C), por um periodo de seis dias (Figura).

| Colheita e Acondicionamento |

Refrigeracao

Lavagem em
agua corrente

v ! v v

Organizacao Organizacao Organizacao Sanitizacao
aquosa aquosa aquosa com clorado
0,2 ppm por 0,5 ppm por 1,0 ppm por organico
5 minutos 5 minutos 5 minutos (Sumaveg®)
v v v v

| Corte

Embalagem

|Armazenamento refrigeradol

|Anélises microbiolégicasl

Figura. Fluxograma do processamento minimo de morango, para o
experimento de eficiéncia da sanitizacao.
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O delineamento foi o inteiramente casualizado, utilizando-se,
para cada dia de analise, oito frutos por tratamento.

Analise microbiolégica.

Para comparar a eficiéncia dos dois métodos de higienizacdo na
reducao da contaminacao inicial dos morangos minimamente pro-
cessados, os frutos foram avaliados microbiologicamente quanto
a presenca de coliformes a 35°C (totais) por NMP e contagem
total de fungos filamentosos e leveduras apenas no dia do pro-
cessamento e de Salmonella spp., enumeracao de Estafilococos
coagulase positiva e contagem de coliformes a 45° por NMP, no
mesmo dia do processamento e apos 6 dias de armazenamento.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme pode ser observado na Tabela 1, a matéria prima
utilizada mostrou elevada contaminacao inicial por coliformes
totais, uma vez que populagcdes no nivel de 3,6 NMP g de pro-
duto foram encontradas nos morangos sem lavagem alguma. Os
tratamentos de ozonizacao aquosa e cloracao foram eficientes
na sanitizacao do fruto, apresentando resultados < 3 NMP g de
produto. Apesar de nao existir na legislacao brasileira vigente,
padroes para coliformes totais, no que se refere a quantidade
de microrganismos em um alimento, pode-se afirmar que quan-
tidades elevadas (> 10° UFC g') sdo totalmente indesejaveis,
pois ha o risco do alimento estar estragado, haver perda real ou

Tabela 1. Coliformes a 35°C (NMP g') e unidades formadoras de coldnias
(UFC) de bolores e leveduras por grama (g) € em morango minimamente
processado no dia de processamento.

Contagem de fungos
Tratamentos  Coliformes a 35°C (NMP g')  filamentosos e Leveduras

** (UFCg")
T1 <3 3,8x10°
T2 <3 8,2 x 10*
T3 <3 6,4 x 10°
T4 <3 > 1,5 x 10° estimado
T5 <3 2,0x 10°
T6 3,6 1,9 x 10°

Valores estimados referem-se a contagens abaixo ou acima dos limites
estabelecidos pela metodologia. Os limites estabelecidos sao: * entre 25
e 250 UFC g'; " entre 15 e 150 UFC g.

Coelho CCS et al.  Oz6nio em morangos minimamente processados

potencial das qualidades organolépticas, comprometimento da
aparéncia do alimento e presenca de micro-organismos patogé-
nicos e/ou deterioradores'.

Ainda, os dados da Tabela 1 evidenciam que a reducao da con-
tagem inicial de fungos filamentosos e de leveduras obtidos
nesse trabalho com a ozonizacdo aquosa dos morangos foi sa-
tisfatoria. Dentre os trés tratamentos realizados com ozoniza-
cao aquosa, todos foram menores do que o resultado obtido
com o tratamento padrao (imersao em solucao de Sumaveg® a
150 mg L' por 10 minutos). Ao utilizar a Imersdo em agua ozoni-
zada a 0,5 mg L' por 5 min foi verificado uma reducao de apro-
ximadamente 2 log (UFC g') na contagem de fungos filamentosos
e Leveduras em comparacao com a cloracgao.

Costa et al. (2011)'® avaliaram a qualidade de morangos minima-
mente processados e observaram que a sanitizacao por imersao
em solucao de cloro retardou o crescimento de fungos e levedu-
ra. Neste trabalho, os autores observaram que o processamento
minimo n&o afetou a qualidade visual e nutricional dos morangos
como aparéncia, microbiota, vitamina C, antocianinas e com-
postos fenolicos e consideraram uma alternativa potencial de
mercado e economicamente viavel.

Em tratamentos com ozonio aquoso o crescimento micelial de
B. cinerea foi reduzido em morangos tratados com 1,5 yL L' de
0, em solugdo a 2°C por trés dias e mantidos a 20°C". Segun-
do Alexandre et al. (2012)%, a utilizacdo de agua ozonizada na
concentracao de 0,3 ppm para sanitizacao de morangos foi um
dos tratamentos mais eficientes no controle do crescimento da
contaminacao microbiana, com melhor retencao de cor em mo-
rangos armazenados durante 14 dias a 4°C.

Nao foi detectada a presenca de Salmonella sp. em nenhum dos
tratamentos analisados durante o armazenamento (Tabela 2).
Tais resultados colocam as amostras analisadas em acordo com
a Resolucdo RDC n° 12, de 2 de janeiro de 2001, da Agéncia Na-
cional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) do Ministério da Saude,
que estabelece para morangos frescos e similares, “in natura”,
inteiras, selecionadas ou nado, a auséncia de Samonella sp. (em
25 g de produto) visando a preservacao da salde publica®. Em
nenhuma das amostras de morango houve deteccao de colifor-
mes fecais. Quanto ao controle da populacao de E. coli, verifi-
ca-se pela analise dos dados da Tabela 2 que, de modo geral, os

Tabela 2. Coliformes a 35°C (NMP g), Estafilococos coagulase positiva e Salmonella sp. em morango minimamente processado aos 0 e 6 dias de

armazenamento a 5°C.

S Coliformes a 45°C (NMP g') Staphylococcus Coagulase Positiva* (UFC g') Salmonella sp. (auséncia em 25 g)
DIAO DIA 6 DIAO DIA 6 DIAO DIA 6
T1 <3 <3 < 1,0 x 10" estimado < 1,0 x 10" estimado Auséncia Auséncia
T2 <3 <3 < 1,0 x 10" estimado < 1,0 x 10" estimado Auséncia Auséncia
T3 <3 <3 < 1,0 x 10" estimado < 1,0 x 10" estimado Auséncia Auséncia
T4 <3 <3 < 1,0 x 10" estimado < 1,0 x 10" estimado Auséncia Auséncia
T5 <3 <3 < 1,0 x 10" estimado < 1,0 x 10" estimado Auséncia Auséncia
T6 <3 <3 < 1,0 x 10" estimado < 1,0 x 10" estimado Auséncia Auséncia

Valores estimados referem-se a contagens abaixo ou acima dos limites estabelecidos pela metodologia. Os limites estabelecidos sdo: * entre 25 e

250 UFC g'; " entre 15 e 150 UFC g'.
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resultados estao dentro da legislacao, independente do agente
sanitizante utilizado. Com isto pode-se dizer que a manipulacao
do processamento foi realizada de forma adequada.

No presente estudo, apds 6 dias de estocagem a 5°C, as amostras
de morango minimamente processadas apresentaram caracteris-
ticas visiveis de deterioracdo e nao foram submetidas as analises
microbiologicas posteriores.

Apesar da eficiéncia do processo de ozonizacdo como uma alter-
nativa a sanitizacao de alimentos minimamente processados, a
seguranca da manipulacdo adequada do ozénio é de fundamen-
tal importancia para a prevencao de intoxicacdes e de doencas
ocupacionais no ambiente da industria alimenticia, visto que o
0zOnio é um gas toxico e pode se tornar perigoso se os cuidados
de operacao e aplicacao nao forem tomados. A aspiracao direta
do ozobnio pode afetar o sistema respiratorio e causar sintomas
de toxidade, como dor de cabeca, tontura, sensacao de queima-
cao na regiao dos olhos, irritacao da garganta e tosse sendo que
o grau dependera do conteldo inalado e do tempo de exposicdo
ao ozonio. Em baixas concentracdes, o 0zonio ndo provoca si-
nais de toxicidade, mas em altas concentracdes pode ser fatal
aos humanos'. No entanto, a ingestao por intermédio de agua
ozonizada nao apresenta perigo sério, pois a meia vida do ozonio
dissolvido na agua é relativamente curta'.

As regulamentagbes governamentais dos niveis do gas oz6nio
no ambiente variam. No Brasil, a exposicdo ao gas ozonio se-
gue a determinagdo do Ministério do trabalho e Emprego, por
meio da Norma Regulamentadora n° 15, aprovada e com relacao
dada pela Portaria n° 3.214/78, que dispde sobre os limites de

REFERENCIAS

Coelho CCS et al.  Oz6nio em morangos minimamente processados

tolerancia do ozonio em atividade ou operacdes nas quais os tra-
balhadores ficam expostos. O limite do gas para trabalhos de ate
48 h semanais é de 0,08 ppm ou 0,16 mg.m3?',

CONCLUSAO

As solucoes de lavagem foram eficientes quanto a presenca de
coliformes totais visto que a carga microbiana foi constatada ape-
nas em morangos in natura. Os tratamentos com agua ozonizada
avaliados foram mais eficientes do que o cloro na remocao de
fungos filamentosos e leveduras, enquanto a ozonizacao aquosa a
0,5 mg L' por 5 min mostrou ter potencial para ser adotada como
processo sanitiziante para morangos minimamente processados.

A contaminacao por Salmonella sp. e coliformes termotolerantes
nao foram observadas nesse estudo. Quanto a E. coli, todos os
tratamentos aplicados mostraram-se igualmente eficientes, nao
havendo crescimento populacional expressivo, com contagens
baixas, ao redor de 1 log UFC g"'. Tais resultados evidenciam que
as boas praticas de fabricacao (BPF) adotadas no processamento
contribuem para a prevencao da contaminacao e do crescimento
microbiano em produtos minimamente processados.

Desta forma, o 0z0nio torna-se uma opc¢ao viavel para sanitiza-
cao de frutas, sem geracao de residuos nem compostos toxicos.
Contudo, € necessario estudar as concentracoes e tempo de ex-
posicao ao 0zonio para diferentes tipos de alimentos, nao poden-
do deixar de considerar os limites de exposicao em ambientes de
trabalho devido a sua toxicidade, sendo pertinente a abordagem
dos desafios de seguranca.
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