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RESUMO 
 

SANTOS, Raquel Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, novembro de 2014. 
Ozônio como agente fungicida e seu efeito na qualidade do arroz (Oryza sativa L.). 
Orientadora: Lêda Rita D’Antonio Faroni. Coorientadores: Paulo Roberto Cecon, Olinto 
Liparini Pereira e Fernanda Fernandes Heleno. 

 

A atividade fúngica, principalmente durante o armazenamento, pode levar a rápida 

deterioração na qualidade nutricional dos grãos, e reduzir seu aproveitamento industrial. 

No Brasil, não há fungicidas registrados pelo MAPA para o tratamento pós-colheita de 

grãos de arroz. Deste modo, é de fundamental importância o controle dos fungos nas 

unidades armazenadoras, com a finalidade de resolver os problemas associados à qualidade 

final deste produto. Dentre as tecnologias apontadas como promissoras no controle desses 

microrganismos, destaca-se a ozonização. O ozônio é um poderoso agente oxidante que 

promove efeitos de oxidação e destruição da membrana citoplasmática e parede celular. 

Objetivou-se com este trabalho determinar a concentração e o tempo de saturação do gás 

ozônio na massa de grãos de arroz, definir o tempo de ozonização eficaz para a desinfecção 

microbiológica dos grãos, bem como avaliar o efeito do processo de ozonização nas 

características qualitativas do produto. Foram utilizados grãos de arroz, com teor de água 

de 14,3% b.u., que foram previamente inoculados com uma suspensão de conídios dos 

gêneros Penicillium spp e Aspergillus spp. O processo de ozonização foi feito utilizando-se 

500 g de grãos, que foram acondicionados em recipientes cilíndricos de PVC (15 x 25 cm), 

com conexões para injeção e exaustão do gás. O mesmo foi aplicado na concentração de 

10,13 mg L-1, em fluxo contínuo de 1,0 L min -1. Foram estabelecidos cinco períodos de 

exposição (12, 24, 36, 48 e 60 h) para avaliar o efeito do gás na desinfecção 

microbiológica e na qualidade dos grãos de arroz. Para o controle, os grãos de arroz foram 

submetidos ao tratamento com ar atmosférico, nas mesmas condições que o tratamento 

com ozônio. Com a finalidade de reduzir o ressecamento dos grãos, fez-se necessário a 

passagem do gás por uma solução saturada de Cloreto de Sódio (NaCl, 75% de UR). A 

quantificação de fungos filamentosos e leveduras em meio de cultura e o índice de 

ocorrência dos gêneros Aspergillus e Penicillium nos grãos foram avaliadas por dois 

métodos. O primeiro método foi o da contagem em placas para fungos filamentosos e 

leveduras, em que 25 g de grão foram homogeneizados em 225 mL de solução salina 

peptonada a 0,1% e após diluições em série (10-1, 10-2, 10-3 e 10-4), foram plaqueados em 

meio de cultura BDA acidificado. O segundo, o plaqueamento direto sobre papel de filtro 
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(Blotter test) foi realizado utilizando-se 400 grãos dispostos individualmente sobre uma 

camada de papel filtro umedecido no interior de gerbox. Ao final de cada período de 

exposição, os grãos de arroz foram avaliados quanto ao teor de água, à condutividade 

elétrica e à porcentagem de germinação. Observou-se que a concentração e o tempo de 

saturação do gás ozônio nos grãos de arroz foi de 5,0075 mg L-1 e 13,97 min, 

respectivamente. Ocorreu redução em 3,8127 ciclos log na contagem de fungos 

filamentosos e leveduras nos grãos ozonizados. Quanto ao índice de ocorrência de 

Aspergillus spp e Penicillium spp, o ozônio foi eficiente, pois não houve crescimento de 

fungos nos grãos, no período de exposição de 60 h. Com relação às características 

qualitativas, verificou-se que o ozônio reduziu o teor de água e a porcentagem de 

germinação e elevou a condutividade elétrica. Houve o efeito fungicida do gás ozônio em 

grãos de arroz. 
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ABSTRACT 
 

SANTOS, Raquel Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, November, 2014. 
Ozone as fungicide agent and its effect on rice quality (Oryza sativa L.). Adviser: Lêda 
Rita D’Antonino Faroni. Co-advisers: Paulo Roberto Cecon, Olinto Liparini Pereira and 
Fernanda Fernandes Heleno. 

 

Fungal activity, especially during storage, can lead to rapid deterioration in the nutritional 

quality of grains, and reduce its industrial use. In Brazil, there are no fungicides registered 

in MAPA for post-harvest treatment of rice grains. Thus, this has a fundamental 

importance in the control of fungi storage units, in order to solve the problems associated 

with the quality of the final product. Among the technologies identified as promising for 

the control of microorganisms, there is ozonation. Ozone is a powerful oxidizing agent that 

promotes effects of oxidation and destruction of cytoplasmic membrane and cell wall. The 

objective of this work to determine the concentration and the ozone gas saturation time in 

the mass of grains of rice, set the time effectively ozonation for microbiological 

disinfection of grains as well as assess the effect of ozonation process in the qualitative 

characteristics of product. Rice grains were used, with a water content of 14.3% wb, which 

were previously inoculated with a spore suspension of Penicillium spp and Aspergillus spp. 

The ozonation process was done by using 500 g of grains, which were packed in 

cylindrical PVC containers (15 x 25 cm) with connections for gas injection and exhaust. 

The same was applied to the concentration of 10.13 mg L-1 bitstream of 1.0 L min-1. Five 

periods of exposure have been established (12, 24, 36, 48 and 60 h) to assess the effect of 

gas on the microbiological disinfection and in the quality of rice grains. For the control, 

rice grains were subjected to treatment with atmospheric air, the same conditions as 

treatment with ozone. In order to reduce the drying of the grain, it was necessary to pass 

the gas through a saturated solution of Sodium Chloride (NaCl, 75% RH). Quantification 

of filamentous fungi and yeasts in the culture medium and the rate of occurrence of the 

genera Aspergillus and Penicillium the grains were evaluated by two methods. The first 

method was the plate count for filamentous fungi and yeasts, in which 25 g of grain were 

homogenized in 225 mL of saline peptone and 0.1% after serial dilutions (10-1, 10-2, 10-3 

and 10-4) were plated in medium acidified PDA culture. The second, direct plating on filter 

paper (Blotter test) was conducted using 400 grit individually arranged on the moistened 

filter paper layer inside seedling. At the end of each exposure period, rice grains were 

evaluated for water content, electrical conductivity and germination percentage. It was 
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observed that ozone concentration and gas saturation time in the rice grains was 5.0075 mg 

L-1 and 13.97 min, respectively. There was reduction of 3.8127 log cycles in th count of 

filamentous fungi and yeasts in ozonized grains. As for the rate of occurrence of 

Aspergillus spp and Penicillium spp, ozone was very efficient because there was no growth 

of fungi in grains, in the exposure period of 60 h. Regarding qualitative characteristics, it 

was found that ozone reduced the water content and the percentage of germination and 

increased electrical conductivity. There was the fungicidal effect of ozone gas in rice 

grains. 
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1. INTRODUÇÃO  
 

 O arroz é um dos mais importantes grãos em termos de valor econômico, sendo 

considerado um dos alimentos com melhor balanceamento nutricional, fornecendo 20% da 

energia e 15% das proteínas per capita necessárias ao homem. Por ser uma cultura 

extremamente versátil, apresenta maior potencial para o combate à fome no mundo 

(BRONDANI et al., 2006). 

 A produção mundial de arroz (Oryza sativa L.), em 2013 foi de, aproximadamente, 

748 milhões de toneladas. Nesta safra, os principais produtores de arroz foram China e 

Índia, com 27 e 21% da produção mundial, respectivamente. O Brasil ainda ocupa uma 

modesta posição entre os países produtores de arroz, porém destaca-se como único país 

não asiático no ranking (FAO, 2014). 

 No Brasil, a produção de arroz, da safra de 2013/14, foi de 12.161,7 mil toneladas, 

2,9% superior em relação à safra 2012/13. Esse aumento de produção ocorreu 

principalmente devido à expansão de área em face do elevado patamar de preços do 

produto. Para a próxima safra (2014/15), a projeção média da produção deverá ser 3,4% 

superior em relação à safra 2013/14, atingindo 12.571,2 mil toneladas (CONAB, 2014). 

 Segundo a FAO, a previsão para a utilização global de arroz em 2013/14 será de 

492,1 milhões de toneladas, 3,0% a mais que no ano anterior. Esse aumento é sustentado 

devido a um acréscimo de 8,0 milhões de toneladas na ingestão alimentar global. Outros 

usos, incluindo sementes, pós-colheita, perdas e usos industriais não alimentares, podem 

atingir cerca de 67,8 milhões de toneladas.  Como resultado, o consumo de arroz per capita 

pode ultrapassar 57,4 kg (FAO, 2014). 

 Embora muito progresso tenha sido feito na prevenção de perdas na pós-colheita de 

arroz, as mesmas atingem entre 15 e 16% da produção mundial. Estas perdas ocorrem 

durante operações como secagem, armazenamento e moagem. As principais razões são a 

dificuldade de acesso e a falta de conhecimento técnico (FAO, 2004).  

 Por se tratar do produto final, os prejuízos são irrecuperáveis. A redução nos 

valores nutritivo e comercial dos grãos se deve, principalmente, pelo ataque de agentes 

biológicos como os insetos, fungos e ácaros (FARONI e SILVA, 2008; ALENCAR et al., 

2012). 

 A atividade fúngica, principalmente durante o armazenamento, pode levar a rápida 

deterioração na qualidade nutricional dos grãos e a contaminação com micotoxinas 

(ANDRADE et al., 2003; MAGAN e ALDRED, 2007). A microbiota fúngica, que mais 
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atinge os grãos de arroz armazenados, são de dois gêneros: Penicillium e Aspergillus 

(PITT, 2000).  

 Os gêneros Penicillium e Aspergillus são contaminantes geralmente encontrados 

em vegetais e alimentos durante a secagem e o armazenamento (PITT e HOCKING, 1997). 

Poucos são os fungos que têm ampla importância econômica como Aspergillus, sendo um 

patógeno de plantas, animais e insetos causando apodrecimento em numerosos produtos 

armazenados. Como patógenos humanos, a espécie A. flavus atinge pessoas 

imunossuprimidas (KLICH, 2007). 

No tocante aos problemas decorrentes do ataque de fungos, embora os riscos 

oferecidos pelo consumo de arroz contaminado por estes microrganismos sejam 

conhecidos, este fato é negligenciado pelos diferentes elos da cadeia de produção do arroz 

e pelos órgãos responsáveis pela fiscalização e registro de produtos para o uso no 

tratamento de produtos agrícolas. No Brasil, não há fungicidas registrados pelo MAPA 

para o tratamento pós-colheita de grãos de arroz (BRASIL, 2014b). Deste modo, quando é 

necessário fazer o controle de fungos na pós-colheita os processadores e armazenistas 

acabam por utilizar princípios ativos não autorizados para este fim, ou mesmo ignoram a 

presença dos patógenos quando estes não oferecem riscos de grandes perdas econômicas. 

Em levantamento realizado pela Agência Nacional de Vigilância Sanitária (ANVISA) em 

2011, foi detectado que 16% das amostras de arroz analisadas continham 10 princípios 

ativos não autorizados pela legislação brasileira. Em 2012, esse número reduziu para 1%, 

apresentando dois princípios ativos não autorizados (BRASIL, 2014a). 

 Além da ANVISA, o Plano Nacional de Controle de Resíduos e Contaminantes 

(PNCRC) também inspeciona e fiscaliza as cadeias produtivas de alimento.  Este 

monitoramento é realizado por meio da verificação da presença e dos níveis de resíduos de 

substâncias químicas potencialmente nocivas à saúde do consumidor, tais como resíduos 

de produtos de uso veterinário, de agrotóxicos ou afins, e de contaminantes químicos. Para 

a determinação de micotoxinas, a coleta das amostras deve ser realizada durante o processo 

de empacotamento ou durante a carga ou descarga. As amostras de monitoramento do 

PNCRC/Vegetal deverão ser enviadas aos laboratórios participantes do Plano, para fins de 

efetuar a fiscalização dos produtos que possuem padrão oficial de classificação (BRASIL, 

2013). 

 Diante disso, torna-se evidente a necessidade da adoção de estratégias para o 

tratamento pós-colheita dos grãos de arroz com a finalidade de resolver os problemas 

associados à qualidade final deste produto. Dentro deste contexto, uma estratégia moderna 
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e eficiente que vem sendo sugerida é o uso do gás ozônio (O3). O ozônio é um gás 

resultante do rearranjo de átomos de oxigênio e pode ser gerado por descargas elétricas ou 

pela incidência de radiação eletromagnética de alta energia (luz ultravioleta) no ar 

(KHADRE et al., 2001). É uma molécula instável que decai rapidamente a oxigênio 

biatômico, liberando um átomo de oxigênio altamente reativo. Por essa característica, o gás 

ozônio possui o segundo maior potencial de oxidação dentre os elementos químicos, sendo 

superado apenas pelo Flúor (F2) (HILL e RICE, 1982). 

O ozônio vem sendo amplamente utilizado na indústria alimentícia e na 

medicina, sendo considerado um agente antimicrobiano de amplo espectro. O gás O3 foi 

classificado pela U.S. Food and Drug Administration em 2001, nos Estados Unidos como 

sanitizante seguro para aplicação em alimentos, já que o seu produto de degradação é o 

oxigênio e não deixa resíduos nos alimentos (GABLER et al., 2010).  

 Historicamente, o ozônio foi descoberto por Schonbein em 1840, seguido por uma 

patente nos Estados Unidos emitida por Fewson em 1888, que tratava da remoção de 

odores provenientes de esgotos. A primeira desinfecção de água com ozônio data de 1906, 

na França, e o primeiro sistema de tratamento de água com uso do ozônio, em escala 

comercial, foi instalado em 1940, nos Estados Unidos. Dentre as características do ozônio, 

pode ser destacado que esse gás apresenta alta a solubilidade em água em baixa 

temperatura e pH, tem como produto final de sua decomposição o oxigênio e é um efetivo 

agente oxidante contra uma gama de microrganismos (GRAHAM, 1997; NOVAK e 

YUAN, 2007). 

 Em 1982, o FDA (Food and Drugs Administration) declarou a ozonização de água 

engarrafada como segura, integrando a lista de produtos “Generally Recognized as Safe” 

(GRAS). Em 1997, o ozônio foi reconhecido GRAS como sanitizante de alimentos, e em 

2001, declarado seguro como agente antimicrobiano para o tratamento, armazenamento e 

processamento de alimentos, seja sob a forma de gás ou dissolvido em água, em contato 

direto com os alimentos, incluindo produtos minimamente processados de frutas e 

hortaliças (21 CFR Part 173.368) pela FDA (SUSLOW, 2003). 

 No que tange ao uso do ozônio no controle de fungos em alimentos, sabe-se que 

este gás é um forte agente antimicrobiano, podendo atuar na inativação ou inibição do 

desenvolvimento de muitas espécies de fungos nas diversas commodities. Sabe-se que em 

produtos agrícolas o gás ozônio inibe ou retarda o desenvolvimento de fungos dos gêneros 

Fusarium, Geotrichum, Myrothecium e Mucor (RAILA et al., 2006; WU et al., 2006), além 
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de outros microrganismos, como as bactérias (KIM et al., 1999; KHADRE et al., 2001; 

AGUAYO et al., 2006; ÖZTEKIN et al., 2006; WHANGCHAI et al., 2006). 

 Ressalta-se ainda que o ozônio não altera a composição nutricional dos cereais e 

que não são formados metabólitos prejudiciais à saúde humana e animal (KIM et al., 2003; 

MENDEZ et al., 2003; YOUNG et al., 2006). 

 Diante do contexto apresentado, objetivou-se com este trabalho determinar a 

concentração e o tempo de saturação do gás ozônio na massa de grãos de arroz, definir o 

tempo de ozonização eficaz para a desinfecção microbiológica dos grãos, bem como 

avaliar o efeito do processo de ozonização nas características qualitativas do produto. 
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2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Arroz 
 

 O arroz é um dos alimentos mais importantes para a nutrição humana, sendo a base 

alimentar de mais de três bilhões de pessoas no mundo. É o segundo cereal mais cultivado 

no mundo, ocupando área aproximada de 165 milhões de hectares (SOSBAI, 2010; FAO, 

2014). 

 Os três maiores produtores de arroz são: China (205,3 Mt), Índia (159,8 Mt), 

Indonésia (71,3 Mt). O Brasil (12,2 Mt) é o maior produtor fora da Ásia (FAO, 2014).  

 No Brasil, a maior produção de arroz irrigado concentra-se na região Sul, porém 

vem crescendo também na região Norte. Na região Sul, 98% da produção se concentra nos 

estados do Rio Grande do Sul e Santa Catarina (CONAB, 2014). 

 Além de ser um alimento presente praticamente todos os dias na alimentação do 

brasileiro, o mesmo contribui como ingrediente em vários produtos alimentícios – como 

cereais matinais, farinhas, bebidas, amido de arroz e alimentos infantis e está aliado à 

alimentação em hospitais, creches, escolas entre outras (GUIMARÃES et al., 2010b). 

 Conforme Storck (2004), ao se comparar as características nutricionais entre os 

subgrupos integral, polido e parboilizado observa-se que o primeiro apresenta maior teor 

de matéria mineral, gordura bruta, fibra total e insolúvel, o parboilizado maior conteúdo de 

amido resistente e o polido, maior conteúdo de amido digestível (Tabela 1). 

 

Tabela 1. Composição centesimal média (% na matéria seca) de arroz integral, branco 

polido e parboilizado polido. 
  

Constituinte Arroz integral 
Arroz branco 

polido 

Arroz parboilizado 

polido 

Amido Total 74,12 87,58 85,08 

Proteínas  10,46 8,94 9,44 

Lipídeos 2,52 0,36 0,69 

Cinzas  1,15 0,30 0,67 

Fibra Total 11,76 2,87 4,15 

Fibra Solúvel 8,93 1,05 1,63 

Fibra Insolúvel 8,82 1,82 2,52 

 Fonte: Adaptado de STORCK (2004) 
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 A maior fração de lipídios está nas camadas periféricas. O conteúdo lipídico do 

grão integral pode representar até 3% e do arroz polido menos de 1% (STORK, 2004). A 

presença de ácidos graxos insaturados oléico e linoléico no farelo auxilia na prevenção de 

doenças cardiovasculares (ZHOU et al, 2003). 

 O conteúdo protéico do arroz (grão cru), em média de 7,5% (base úmida) pode 

oscilar entre 5 e 13% pelas diferenças varietais (KENNEDY e BURLINGAME, 2003). 

 De acordo com Groff (2003), a obtenção da qualidade envolve todo o processo de 

produção do arroz, começando pelo desenvolvimento de novas variedades de sementes, 

passando pelas práticas culturais, pelas técnicas de colheita, secagem e armazenagem e 

terminando no beneficiamento e embalagem. 

 

2.2. Fungos em grãos de arroz 

  

 Os microrganismos desempenham um papel importante no que diz respeito à 

qualidade das sementes, pois reduzem o vigor e enfraquecem a planta no estágio inicial de 

crescimento (BUTT et al., 2011). As infecções mais comuns de arroz, tanto no campo e 

também durante o armazenamento, são causadas por fungos (ALMAGUER et al., 2012). 

Estes podem diminuir a germinação, causar descoloração, reduzir o peso dos grãos e 

produzir toxinas que podem ser prejudiciais ao homem e aos animais domésticos (BUTT et 

al., 2011). 

 Os fungos estão amplamente distribuídos na natureza e são contaminantes comuns 

de alimentos, grãos e rações, que, por apresentarem nutrientes como carboidratos, 

proteínas e lipídeos, constituem um substrato adequado para o desenvolvimento de 

microrganismos (GUIMARÃES et al., 2010a). 

 O ambiente de produtos armazenados é o ideal para o estabelecimento e o 

desenvolvimento de muitas espécies de microrganismos. Uma das suas características é o 

alto poder de proliferação e, embora presentes no campo em baixa porcentagem, 

multiplicam-se rapidamente, desde que tenham condições ambientais favoráveis (GARCIA 

et al., 2002, MOLINIÉ et al., 2005). São capazes de tornar um lote de sementes ou grãos 

totalmente sem valor, sob condições ineficientes de armazenamento (TANIWAKI e 

SILVA, 2001; GARCIA et al., 2002). Neste contexto, os fungos são os principais 

responsáveis por perdas na qualidade do arroz (COELHO et al., 1999; BIANCHINI, 2003; 

DRUVEFORS e SCHNÜNRER, 2004). 
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 Para Garcia et al. (2002), há vários efeitos visíveis da atividade fúngica em 

sementes e grãos armazenados, ressaltando que o efeito geral é o aumento gradativo no 

teor de água e na temperatura do produto, resultado do metabolismo dos fungos. Os fungos 

dos gêneros Aspergillus e Penicillium são os principais encontrados no arroz armazenado 

(SAKAI et al., 2005). 

 O gênero Aspergillus contribui para a deterioração de uma infinidade de produtos 

armazenados, dentre eles, o arroz. A infestação do arroz com Aspergillus spp., 

principalmente por A. flavus e A. parasiticus, pode reduzir qualidade e contaminar as 

sementes com micotoxinas sob más condições de armazenamento (KUMAR et al., 2008). 

 A contaminação do arroz pelo gênero Penicillium foi mais elevada no Japão 

(SAKAI et al., 2005), Argentina e Paraguai (TONON et al., 1997). Este gênero é 

comumente encontrado em produtos alimentícios, no campo e durante o armazenamento. 

No Japão, as espécies mais comumente encontradas no arroz em casa são P. citrinum (66% 

das amostras) e P. islandicum (50% das amostras) (SAKAI et al., 2005). P. islandicum foi 

responsável pela descoloração do arroz e P. citrinum foi responsável por causar o seu 

amarelecimento (UDAGAWA e TATSUNO, 2004). 

 Amostras de arroz coletadas em diferentes regiões do Brasil, nos anos de 1987 e 

1988, apresentavam os gêneros Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Rhizopus e 

Rhodotorula. A contaminação fúngica foi menor em arroz polido, aumentando 

progressivamente em amostras de farelo de arroz e casca de arroz. As espécies A. flavus e 

A. candidus foram as mais frequentemente isoladas e verificou-se produção de micotoxinas 

do grupo de aflatoxinas B (AMAYA e SABINO, 2002). 

 Penicillium e Aspergillus são fungos que liberam maior quantidade de conídios no 

ar. Uma elevada contagem de esporos têm sido relatada tanto em ambientes internos como 

ao ar livre. Contagens elevadas no ar favorecem o desenvolvimento dos mesmos em 

condições ótimas de temperatura e umidade (REDDY et al., 2008; BORREGO et al., 

2010). 

  A contaminação do arroz por fungos tem sido relatada em vários países (MAKUN 

et al., 2007; FREDLUND et al., 2009). Fredlund et al. (2009) relataram que 21% das 

amostras de arroz recolhido de mercados suecos estavam contaminadas com A. flavus. 

Deste modo, é importante evitar a contaminação do arroz por fungos, pois o seu 

crescimento é afetado pela disponibilidade de nutrientes e condições ambientais, tais como 

temperatura, atividade de água, e pH (RAMIREZ et al., 2006; MYLONA et al., 2012). 
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 A contaminação fúngica tem um impacto significativo sobre a qualidade do arroz, 

desta forma maior atenção é necessária para melhorar a qualidade e a segurança do arroz 

consumido (LESLIE e LOGRIECO, 2014). 

   

2.3. Ozônio no controle de fungos em grãos de arroz 

 

 A eficácia do ozônio como agente antimicrobiano tem sido estudada por diversos 

autores, pois este gás apresenta um largo espectro antimicrobiano e é eficiente no controle 

de fungos, bactérias e protozoários (AKBAS e OZDEMIR, 2006; WU et al., 2006). Dentre 

as espécies já estudadas e que apresentaram sensibilidade ao ozônio, destacam-se as 

bactérias Salmonella typhimurium (CHAIDEZ et al., 2007), Escherichia coli e Bacillus 

cereus (AKBAS e OZDEMIR, 2008), Listeria monocytogenes (SHEELAMARY e 

MUTHUKUMAR, 2011) e os fungos Alternaria sp., Aureobasidium sp., Cladosporium 

sp., Geotrichum sp., Mucor sp., Stachybotris chartarium, Trichoderma viride, Ulocladium 

sp. (HUDSON e SHARMA, 2009), Botrytis cinerea (BARBONI et al., 2010), C. 

gloesporioides e C. magna (COSTA, 2012), Aspergillus sp. e Penicillium sp. (BRITO 

JÚNIOR, 2013), dentre outros.  

 Estudos utilizando o ozônio gasoso como fungicida para preservar a cevada e o 

trigo armazenados mostraram que, esse pode ser utilizado na inativação de fungos sem 

danificar a capacidade de germinação de ambos (ALLEN et al., 2003; WU et al., 2006). 

 Em alimentos, o ozônio reage rapidamente e, consequentemente, decompõe-se 

produzindo oxigênio, sem a presença de resíduo tóxico (KHADRE et al., 2001; CULLEN 

et al., 2009). Em água, dentre os fatores que afetam a decomposição do ozônio, destacam-

se o pH e a temperatura. Em temperaturas ou pH elevados, acelera-se o processo de 

decomposição do ozônio (NOVAK e YUAN, 2007). 

 A atuação biológica do ozônio se dá em duas modalidades, agindo diretamente 

sobre as moléculas alvo ou de forma indireta, via radicais livres, resultantes de processos 

de peroxidação de ácidos graxos polinsaturados e oxidação de grupos sulfidrilas e 

aminoácidos de enzimas, proteínas e peptídeos (VICTORIN, 1992).  

 Considerando, portanto que o mecanismo de ação do ozônio promove efeitos de 

oxidação e destruição da membrana citoplasmática e parede celular, entende-se que, a 

diferença entre a maior e a menor tolerância ao ozônio ocorre, provavelmente em função 

da estrutura da parede e da membrana celular (NAITO e TAKAHARA, 2006).  
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 Cada microrganismo possui uma sensibilidade ao ozônio que lhe é inerente. Dessa 

forma, bactérias apresentam maior vulnerabilidade que leveduras e fungos filamentosos, 

em que, bactérias gram-negativas são menos sensíveis que as gram-positivas e os esporos 

fúngicos são mais tolerantes que células vegetativas (PASCUAL et al., 2007).  

 Segundo os mesmos autores, em função da natureza do mecanismo de ação do 

ozônio na destruição das células dos microrganismos, o desenvolvimento de resistência por 

parte destes ao agente oxidante não ocorre. Seu amplo espectro de ação lhe permite atuar 

sobre bactérias, fungos, partículas virais, protozoários e esporos fúngicos e bacterianos 

(CULLEN et al., 2009; KHADRE et al., 2001). Apresenta também, elevado potencial no 

controle de pragas de armazenamento, bem como na degradação de micotoxinas, 

especialmente em grãos armazenados (TIWARI e MUTHUKUMARAPPAN, 2012). 

 A capacidade de o gás ozônio eliminar aflatoxinas em grãos de milho foi 

confirmada por Mckenzie et al. (1998), que alimentaram perus com dieta contendo milho 

contaminado com a micotoxina, tratado ou não com o gás ozônio. Os autores observaram 

alta capacidade de degradação da micotoxina pelo ozônio, e que a dieta com o milho 

ozonizado não afetou o desenvolvimento das aves. A eficácia do gás ozônio na degradação 

de aflatoxinas também foi avaliada por PRUDENTE e KING (2002), que obtiveram 

redução de 92% no teor de aflatoxinas em grãos de milho. Estudos recentes indicam que o 

ozônio foi eficiente como agente fungicida e de degradação de micotoxinas em grãos de 

amendoim (ALENCAR et al., 2012). 

 A eficácia do efeito fungicida do gás ozônio sobre a contaminação de grãos de 

milho com Aspergillus parasiticus foi constatada por Kells et al. (2001), quando obteve 

redução de 63% na viabilidade das unidades de propagação daquele fungo.  

 Em cevada, Allen et al. (2003), comprovaram a inativação de 96% dos esporos 

fúngicos, utilizando também ozônio gasoso, nas concentrações de 0,2434 mg L-1 (160 

ppm) e 0,214 mg L-1 (100 ppm), por 16 h. Além disso, os mesmos autores tiveram a 

oportunidade de observar que o efeito fungicida do gás ozônio se elevava com o aumento 

da temperatura e da atividade de água nos grãos de cevada.  

 Em trabalhos experimentais desenvolvidos por Wu et al. (2006), envolvendo grãos 

de trigo ozonizados, foi constatado que a concentração de 0,7062 mg L-1 (330 ppm) de 

ozônio gasoso, por 45 min, foi suficiente para inativar 96,9% dos esporos fúngicos 

presentes naqueles grãos.  
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 Houve redução de aproximadamente 3 ciclos log na contagem de unidades 

formadoras de colônia de fungos totais presentes nos grãos de amendoim ozonizados, após 

submeter os mesmos a concentração de 21 mg L-1do gás por 96 h (ALENCAR et al., 2012) 

 Constatou-se uma redução de 78,5 e 98,0% no índice de ocorrência de Aspergillus 

spp e Penicillium spp em grãos de milho, quando estes foram expostos ao gás ozônio à 

concentração de 2,14 mg L-1, por um período de 50 h, alem disso, reduziu também em 2,0 

ciclos log a contagem de fungos filamentosos e leveduras (BRITO JÚNIOR, 2013). 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

 

 O trabalho foi realizado no Setor de Pré-Processamento e Armazenamento de 

Produtos Agrícolas do Departamento de Engenharia Agrícola e no Laboratório de 

Patologia de Sementes e de Pós-Colheita do Departamento de Fitopatologia, ambos na 

Universidade Federal de Viçosa (UFV), em Viçosa-MG. 

 Para realização dos ensaios experimentais, foram utilizados grãos de arroz (Oryza 

sativa L.) obtidos na Empresa de Pesquisa Agropecuária de Minas Gerais (EPAMIG), cujo 

teor de água foi quantificado em 14% (b.u.), para favorecer o crescimento e a reprodução 

dos patógenos. 

 

3.1. Obtenção e quantificação do gás ozônio 

 

O ozônio foi obtido por meio de um gerador de ozônio O&L3.ORM (Ozone & Life, São 

José dos Campos, Brasil), utilizando como insumo gás oxigênio isento de umidade. O 

oxigênio foi retirado do ar atmosférico com o auxílio de um concentrador de oxigênio 

OxxiSul, Mark 5 Plus (Ozonebras, Curitiba, Brasil). Na geração do ozônio, o oxigênio 

passa por um reator refrigerado, onde ocorre a Descarga por Barreira Dielétrica (DBD). Este 

tipo de descarga é produzido ao aplicar uma alta tensão entre dois eletrodos paralelos, tendo entre 

eles um dielétrico (vidro) e um espaço livre por onde flui o oxigênio. Neste espaço livre é 

produzida uma descarga em forma de filamentos, em que são gerados elétrons com energia 

suficiente para produzir a quebra das moléculas de oxigênio, formando o ozônio.  

 A concentração de ozônio foi obtida pelo ajuste de um variador de tensão do 

gerador e do fluxo de oxigênio, que foi constantemente monitorado com auxílio de um 

medidor de vazão de ar (rotâmetro). Para a quantificação da concentração de ozônio 

utilizou-se o método iodométrico, por meio da titulação indireta (APHA, 2005) conforme 

recomendado pela International Ozone Association (IOA). 

   

3.2. Isolamento e obtenção da suspensão de conídios dos fungos dos gêneros 

Aspergillus spp e Penicillium spp 

 

 Para a avaliação do efeito do ozônio no controle de Aspergillus spp e Penicillium 

spp, foram obtidos isolados pertencentes a esses gêneros, de grãos de arroz naturalmente 

infectados. Após o isolamento e identificação destes fungos, as placas de petri contendo os 
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isolados foram incubadas em câmara climática do tipo B.O.D. a 25 °C, sem controle de 

umidade relativa e de fotoperíodo e em ausência de luz artificial, até o surgimento da 

estrutura reprodutiva dos fungos.  Foi feita a repicagem e transferência dos isolados para 

placas de petri contendo meio BDA (Batata, Dextrose, Ágar), que posteriormente foram 

incubadas nas mesmas condições adotadas na obtenção das estruturas reprodutivas dos 

fungos, a fim de obter densa massa micelial e conidial. Após esse processo, foi obtida uma 

suspensão de conídios, mediante deposição de água destilada e esterilizada sobre superfície 

da placa de Petri contendo micélio e conídios (Figura 1A), seguidos de fricção das 

colônias, com auxilio da alça de Drigalski. Após remoção da massa micelial e conidial foi 

feita filtragem em camada dupla de gaze (Figura 1B). Em seguida o filtrado foi submetido 

à contagem em microscópio óptico, com auxílio de câmara de Neubauer, para obtenção de 

uma suspensão de conídios com concentração de 1 x 108 conídios mL-1(Figura 1C). 

 

 

Figura 1. Placa de Petri contendo micélio e conídios (A), filtragem do micélio em 

camada dupla de gaze (B) e suspensão de conídios (C). 

 

3.3. Inoculação dos grãos de arroz com a suspensão de conídios dos fungos dos 

gêneros Aspergillus spp e Penicillium spp 

 

 A suspensão de conídios dos dois gêneros de fungos, após contagem em câmara de 

Neubauer, foi agitada com dispersante Tween 20 e aspergida sobre os grãos (Figura 2A) 

com posterior mistura (Figura 2B), e estes foram acondicionados em bandejas contendo 

papel germitest umedecido. 
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Figura 2. Aspersão da solução de conídios sobre os grãos de arroz (A) e mistura (B). 

  

 Em seguida, os grãos foram acondicionados em câmara climática do tipo B.O.D. a 

temperatura de 27 ± 1 °C e umidade relativa de 95 ± 5% UR, condições consideradas 

ótimas para o crescimento e reprodução dos fungos. Os grãos foram mantidos no interior 

da câmara climática por 48 h, tempo suficiente para o desenvolvimento e reprodução dos 

fungos. 

 

3.4. Processo de ozonização dos grãos de arroz 

 

 No processo de ozonização, amostras de grãos de arroz contaminados foram 

acondicionadas em câmaras de fumigação, confeccionadas com PVC, com 15 cm de 

diâmetro e 25 cm de altura. A 10 cm do fundo do recipiente, foi colocada uma tela 

metálica para sustentação dos grãos e formação de um “plenum”, para melhor distribuição 

do gás. Nas tampas inferiores e superiores das câmaras, foram instaladas conexões para 

injeção e exaustão do gás, respectivamente (Figura 3). 
 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Câmaras de fumigação, com conexões para injeção (A) e exaustão (B) do 

gás. 

B 

A 
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 A injeção do gás foi efetuada na concentração de 10,13 mg L-1, em fluxo contínuo 

de 1 L min-1. Os tempos de exposição dos grãos ao ozônio foram definidos em ensaios 

preliminares (12, 24, 36, 48 e 60 h), com a finalidade de avaliar o efeito do gás na 

desinfecção microbiológica e na qualidade dos grãos de arroz. 

 O controle da umidade relativa (UR) do gás ozônio, após a geração, foi obtido pela 

passagem do gás por uma solução saturada de Cloreto de Sódio (NaCl, 75% de UR), 

seguindo o método proposto por Ozkan et al. (2011), para que não ocorresse o 

ressecamento dos grãos de arroz. 

 O teste foi realizado em três repetições para cada tratamento, sendo cada repetição 

constituída por uma mostra de 500 g de arroz (Figuras 4A e 4B). O mesmo procedimento 

foi adotado para o tratamento controle, que consistiu na aplicação ar atmosférico, nas 

mesmas condições de umidade do gás ozônio (Figuras 4C e 4D). 

 

Figura 4. Recipientes cilíndricos utilizados para acondicionamento dos grãos de arroz 

submetidos ao ozônio (A) e ao ar atmosférico (C). Ozonizador (B) e 

compressor de ar atmosférico (D). 

 

3.5. Determinação do tempo de saturação do gás ozônio nos grãos de arroz 

 

 Para a determinação do tempo de saturação do gás ozônio nos grãos de arroz, foi 

feita a injeção do gás, nas câmaras de fumigação, contendo 500 g de grãos cada. O tempo 

de saturação foi definido, determinando-se a concentração residual do gás em intervalos de 
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tempo regulares, utilizando o método iodométrico (APHA, 2005), até que a concentração 

do ozônio se mantivesse constante. 

Os dados de saturação com ozônio foram submetidos à análise de regressão Linear 

Response Plateau em função do tempo, utilizando o software SAEG (UFV, Viçosa, 

Brasil).   

 

3.6. Avaliação do efeito fungicida do ozônio em grãos de arroz 

 

 Para avaliação do efeito fungicida do gás ozônio, utilizou-se grãos de arroz (14% 

b.u.) contaminados com Aspergillus spp e Penicillium spp. 

 A quantificação de fungos filamentosos e leveduras em meio de cultura e a 

ocorrência dos gêneros fúngicos Aspergillus e Penicillium, nos grãos foi avaliada com a 

adoção de métodos específicos a cada situação. Na quantificação de fungos filamentosos e 

leveduras utilizou-se o método de contagem em placas e na detecção dos gêneros fúngicos 

Aspergillus e Penicillium, o método de Incubação em Substrato de Papel ou Método do 

Papel de Filtro (“Blotter Test”) (BRASIL, 2009a) 

 No método de contagem em placas, 25 g de grãos de arroz foram devidamente 

homogeneizados em 225 mL de solução salina peptonada a 0,1%, em agitador magnético 

(Figura 5). A solução foi devidamente diluída (10-1, 10-2, 10-3 e 10-4) e plaqueada em meio 

de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) acidificado com ácido tartárico a 10%, tendo sido 

as placas incubadas por cinco dias em câmaras climáticas a 25 ºC (DOWNES e ITO, 

2001). Os resultados referentes ao método de diluição foram expressos em Unidades 

Formadoras de Colônia por grama de amostra (UFC g-1). 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 5. Grãos de arroz sendo homogeneizados em 225 mL de solução salina 

peptonada a 0,1%. 
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 Na detecção dos gêneros Aspergillus e Penicillium foram utilizados 400 grãos por 

amostra. Neste método, os grãos foram dispostos individualmente sobre uma camada de 

papel de filtro umedecido, distanciados entre si de 1 a 2 cm, no interior do recipiente 

(gerbox). Os recipientes continham tampas transparentes para permitir  a passagem integral 

de luz incidente.  

 Os recipientes com os grãos ficaram dispostos sob lâmpadas de luz fluorescente 

branca, em câmaras com fotoperíodo de 12 h por 7-8 dias, a temperatura de 25 ± 2 °C.  

 Os grãos foram examinados individualmente com auxilio de uma lupa, pela 

ocorrência de frutificações típicas do crescimento de fungos. Conidióforos com conídios e 

corpos de frutificação (e.g., picnídios, acérvulos, peritécios) formados nos grãos são 

características importantes para a identificação das espécies fúngicas. Os resultados foram 

expressos em percentual de ocorrência dos fungos. 

 

3.7. Avaliação do possível efeito do tratamento do ozônio na qualidade dos grãos de 

arroz 

 

 A avaliação da qualidade dos grãos foi feita antes e após a exposição dos grãos ao 

ozônio. As análises realizadas foram: teor de água, condutividade elétrica e percentual de 

germinação. 

 

3.7.1. Determinação do teor de água 

 

  O teor de água foi determinado utilizando-se o método da estufa, segundo as 

normas descritas em Regras para Análise de Sementes (BRASIL, 2009b), que prescrevem 

a utilização de estufa com circulação forçada de ar à temperatura de 105 °C, durante 24 h. 

Foram utilizadas três repetições de 30 g de grãos para cada tratamento. Os resultados 

foram expressos em porcentagem. 

 

3.7.2. Determinação da condutividade elétrica 

 

 A condutividade elétrica da solução contendo grãos de arroz foi medida utilizando-

se o Sistema de Copo ou Condutividade de Massa (VIEIRA e CARVALHO, 1994). Os 

testes foram realizados com três repetições de 50 grãos, retirados aleatoriamente de cada 

tratamento. Os grãos foram pesados em balança com precisão de 0,01 g e colocados em 

A B 
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copos com capacidade para 200 mL, aos quais foram adicionados 75 mL de água destilada. 

Em seguida, os copos foram postos em câmara climática do tipo BOD à temperatura de 25 

°C, durante 24 h. Depois desse período os copos foram retirados da câmara, para que 

fossem feitas as medições da condutividade elétrica da solução contendo os grãos. As 

leituras foram feitas com um medidor de condutividade elétrica da marca Tecnopon, 

modelo mCA-150, com ajuste para compensação de temperatura e eletrodo com a 

constante da célula de 1 μS cm-1. Antes de realizar as leituras, o aparelho foi calibrado com 

uma solução-padrão com condutividade elétrica conhecida à temperatura de 25 °C. O valor 

da condutividade elétrica (μS cm-1) fornecido pelo aparelho foi dividido pela quantidade de 

matéria seca dos grãos, obtendo-se então o valor expresso em μS cm-1 g-1 de matéria seca. 

 

3.7.3. Determinação do percentual de germinação 

 

 O percentual de germinação foi determinado pelo teste-padrão de germinação 

conforme recomendações das Regras para Análise de Sementes (BRASIL, 2009b), 400 

grãos por amostra, em oito repetições de 50. O substrato utilizado foi o papel de filtro 

(papel-germitest), umedecido com água destilada (volume de água igual a 2,5 vezes a 

massa do papel). Os grãos de arroz foram dispostos sobre duas folhas de papel e, 

posteriormente, cobertos por mais uma folha do mesmo papel, sendo, então, embrulhados, 

formando rolos. Os rolos foram colocados em posição vertical dentro de um germinador e 

mantidos a uma temperatura de 25 ± 1 °C, por um período de 14 dias. A contagem foi 

realizada aos 14 dias, considerando-se as plântulas normais. Os dados foram expressos em 

porcentagem média de germinação. 

 

3.8. Delineamento experimental e análises estatísticas 

 

 O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com cinco 

períodos de exposição ao ozônio (12, 24, 36, 48 e 60 h) com três repetições. Os dados 

foram submetidos à análise de regressão e os modelos escolhidos com base na 

significância dos coeficientes de regressão, no coeficiente de determinação (R2) e no 

comportamento do fenômeno. 
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4. RESULTADOS E DISCUSSÃO 

 

4.1. Características dos grãos de arroz antes da exposição ao gás ozônio 

  

As características dos grãos de arroz, antes de serem submetidos ao tratamento com o 

gás ozônio, estão representadas na Tabela 2. 

 

Tabela 2. Características dos grãos de arroz, antes da exposição ao gás ozônio. 
 

Análise Valor 

Contagem de fungos filamentosos e leveduras (log UFC g-1) 3,997 

Ocorrência de Aspergillus spp (%) 94,92 

Ocorrência de Penicillium spp (%) 94,17 

Teor de umidade (% b.u.) 14,3 

Condutividade elétrica (μS cm-1 g-1) 17,082 

Germinação (%) 72,93 

 

4.2. Tempo de saturação do gás ozônio 

  

 A equação que descreve a concentração residual do ozônio em função do período 

de exposição ao gás, durante o processo de saturação da massa de grãos de arroz na 

concentração de 10,13 mg L-1, de acordo com a análise de regressão, com seu respectivo 

coeficiente de determinação, encontra-se na Tabela 3 e a Figura 6 apresenta a estimativa do 

referido comportamento. 

 

Tabela 3. Equação de regressão e seu respectivo coeficiente de determinação (R2), para 

a concentração residual de ozônio (mg L-1) durante o processo de saturação 

dos grãos de arroz.   
 

Concentração de 

ozônio (mg L-1) 
Equação ajustada Intervalo R² 

10,13 
ŷ = 0,3713 + 0,332 Xi 

ŷ = 5,0075 

0 ≤ Xi < 13,97 

13,97 ≤ Xi ≤ 50,00 

0,94 

X i = período de ozonização (min) e ŷ = concentração residual de ozônio (mg L-1). 
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Figura 6. Concentração residual do gás ozônio (mg L-1) em função do período de 

ozonização (min) durante o processo de saturação dos grãos de arroz, na 

concentração de 10,13 mg L-1. 

 

 Para a massa de grãos de arroz ozonizada, foi calculado um tempo de saturação de 

13,97 min, a partir do qual os valores de concentração residual do gás ozônio se 

mantiveram constantes. A concentração de saturação foi de 5,0075 mg L-1, o que 

corresponde a cerca de 49,44 % da concentração inicial adotada. 

 Utilizando procedimentos semelhantes, Silva (2011) ao ozonizar trigo, nas 

concentrações de 0,54; 1,07; 1,61 e 2,14 mg L-1, ao fluxo de 2,0 L min-1, obteve tempos de 

saturação de 100, 90, 75 e 36 h e concentrações de saturação de 0,23; 0,45; 0,73 e         

0,91 mg L-1, respectivamente. Valores estes que equivalem a 43, 42, 45 e 43 % da 

concentração inicial do gás injetada na massa de grãos.  

 Do mesmo modo, Brito Júnior (2013), ao ozonizar grãos de milho, na concentração 

de 2,14 mg L-1 e ao fluxo de 5,8 L min-1, obteve um tempo de saturação de 138,56 min.  A 

concentração de saturação foi de 0,9874 mg L-1, o que corresponde a 46,1 % da 

concentração inicial injetada. 
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4.3. Eficácia do efeito fungicida do ozônio  

 

4.3.1. Quantificação de fungos filamentosos e leveduras 
  

 Os valores médios da quantificação de fungos filamentosos e leveduras dos grãos 

de arroz após o tratamento com ozônio nos períodos de exposição de 12, 24, 36, 48 e 60 h 

são apresentados na Tabela 4. Houve redução significativa (p<0,01) na contagem de 

fungos filamentosos e leveduras (FFL), com o aumento do período de exposição ao gás 

ozônio. Foram constatadas reduções equivalentes a 0,5326; 1,4578; 1,5758; 2,1729 e 

3,8127 ciclos log, em relação ao controle, quando os grãos de arroz foram submetidos ao 

processo de ozonização, nos períodos de 12, 24, 36, 48 e 60 h, respectivamente. A análise 

de regressão dos dados permitiu o ajuste da equação para contagem de fungos filamentosos 

e leveduras dos grãos expostos ao ozônio, em função do período de exposição (Tabela 5). 

 

Tabela 4. Valores médios referentes à contagem (log UFC g-1) de fungos filamentosos e 

leveduras nos grãos de arroz submetidos ao ar atmosférico e ao gás ozônio. 
  

Período de  Tratamento 

exposição (h) Controle Ozônio 

12 3,8245 a 3,2919 b 

24 3,8148 a 2,3570 b 

36 3,8096 a 2,2339 b 

48 3,8163 a 1,6433 b 

60 3,8127 a  0,00     b 

Médias seguidas de uma mesma letra na linha não diferem entre si, ao nível de 1% de probabilidade, pelo 
teste de “t”. 
 
 
Tabela 5.  

 

Equação de regressão ajustada, para a contagem de fungos filamentosos e 

leveduras (log UFC g-1) em função do período de exposição ao ozônio (h).   
 

Variável Equação ajustada Intervalo 

FFL 
ŷ = 4,2268 - 0,078 Xi 

ŷ = 1,2924 

12 ≤ Xi < 37,66 

37,66 ≤ Xi ≤ 60,00 

X i = período de exposição (h) e ŷ = contagem de fungos filamentosos e leveduras (log UFC g-1).  
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 A Figura 7 apresenta a estimativa da contagem de fungos filamentosos e leveduras. 

Verifica-se que com o aumento do período de exposição ao ozônio, ocorreu a diminuição 

da contagem de fungos filamentosos e leveduras, e a partir de 37,66 h a contagem se 

manteve constante. 

 

  

 

Figura 7. Estimativa da contagem de fungos filamentosos e leveduras (log UFC g-1) 

nos grãos de arroz expostos ao ozônio em função do período de exposição 

(h). 

 

 É possível observar a diferença ocasionada pela ozonização na contagem de fungos 

filamentosos e leveduras.  Observa-se que o desenvolvimento de fungos filamentosos e 

leveduras nas placas reduziu gradativamente, com o aumento do período de exposição 

(Figura 8). 
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Figura 8. Placas de Petri, contendo fungos filamentosos e leveduras em meio de cultura 

BDA, provenientes de grãos de arroz submetidos ao ar atmosférico (A) e ao 

gás ozônio (B), em diferentes períodos de exposição. 

 

 Uma redução de 2 e 3 ciclos log foi verificada em grãos de amendoim ozonizados 

nas concentrações de 13 e 21 mg L-1, respectivamente, pelo período de exposição de 96 h 

por ALencar et al. (2012). Da mesma forma, Brito Júnior (2013) obteve uma redução de 2 

ciclos log na contagem de fungos filamentosos e leveduras, quando ozonizou grãos de 

milho, com uma concentração de ozônio de 2,14 mg L-1, por um período de 50 h. No 

entanto, a concentração de 0,54 mg L-1 por um período de 100 h, não foi eficiente para 

promover redução significativa na contagem de fungos filamentosos e leveduras em grãos 

de trigo (SILVA, 2011).  

 Os resultados apresentados no presente trabalho corroboram os resultados 

encontrados por Alencar et al. (2012) e Brito Júnior (2013), pois também ocorreu redução 

de, aproximadamente, 3 ciclos log na contagem de fungos filamentosos e leveduras. 

 A exposição ao ozônio de produtos hortícolas como pimenta preta, cenoura, alface 

e morango resultou em reduções de 2 a 6 ciclos log na contagem de fungos e leveduras 

(RAY e BHUNIA, 2008; PELOSO et al., 2010). 

 O tratamento de morangos com o gás ozônio na concentração de 50 mg L-1 por 60 

min, reduziu significativamente em 1,3 ciclos log a contagem de fungos e leveduras em 

relação ao controle (PONCE et al., 2010). Oliver et al. (2012), também observou redução 

de 1,0 ciclo log no Número Mais Provável (NMP) de E. coli quando ozonizou morangos 

na concentração de  4,0 mg L-1 por 20 min. 
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 É importante ressaltar que cada grupo de microrganismo apresenta sensibilidade 

específica ao ozônio, as bactérias são mais sensíveis que os fungos filamentosos e 

leveduras, e as células vegetativas mais sensíveis que os esporos (PASCUAL et al., 2007).  

 Outro ponto que se deve levar em consideração é que existe correlação positiva 

entre a umidade relativa (UR) do ambiente e a toxicidade ao ozônio, ou seja, quanto maior 

a umidade relativa, maior a toxicidade do gás ozônio (OZKAN et al., 2011). Esses autores 

observaram maior efeito sanitizante do ozônio em ambiente com 95% de UR, ou seja, 

ambientes com umidade relativa baixa necessitam de maiores concentrações de ozônio 

para o mesmo efeito sanitizante que ambientes com umidade relativa mais elevada. 

 A utilização da solução saturada de Cloreto de Sódio (NaCl, 75% de UR) no 

presente trabalho pode ter aumentado o efeito fungicida do ozônio nos grãos de arroz. 

 

4.3.2. Índice de ocorrência dos gêneros Penicillium e Aspergillus 

  

 Os valores médios do índice de ocorrência de Penicillium spp e Aspergillus spp dos 

grãos de arroz após o processo de ozonização em diferentes períodos de exposição, são 

apresentados na Tabela 6. Observou-se redução significativa (p<0,01 e p<0,05, 

respectivamente) no percentual de grãos contaminados por Penicillium spp e no percentual 

de grãos contaminados por Aspergillus spp, com o aumento do período de exposição. A 

análise de regressão dos dados permitiu o ajuste da equação para o índice de ocorrência de 

Penicillium spp e de Aspergillus spp dos grãos expostos ao ozônio, em função do período 

de exposição (Tabela 7). 
 

Tabela 6. Valores médios referentes ao índice de ocorrência de Penicillium spp e 

Aspergillus spp (%) nos grãos de arroz submetidos ao ar atmosférico e ao gás 

ozônio. 
 

Período de Penicillium spp* (%) Aspergillus spp** (%) 

exposição (h) Controle Ozônio Controle Ozônio 

12 93,42 a 63,58 b 93,67 a 90,92 b 

24 92,33 a 26,42 b 92,08 a 74,42 b 

36 90,92 a 7,17   b 92,92 a 45,50 b 

48 89,92 a 0,00   b 92,17 a 17,92 b 

60 89,42 a 0,00   b 92,42 a  0,00  b 

Médias seguidas de uma mesma letra na linha, para cada variável, não diferem entre si, ao nível de *1% e 
**5% de probabilidade, pelo teste de “t”. 
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Tabela 7. Equação de regressão ajustada, para o índice de ocorrência de Penicillium 

spp e Aspergillus spp (%), em função do período de exposição ao ozônio (h). 
 

Variável Equação ajustada Intervalo R² 

Penicillium 
ŷ = 100,75 - 3,097 Xi 

ŷ = 2,3889 

12 ≤ Xi < 31,76 

31,76 ≤ Xi ≤ 60,00  

Aspergillus 
ŷ = 119,1667 - 2,051 Xi 

ŷ = 0,00 

12 ≤ Xi < 58,09 

58,09 ≤ Xi ≤ 60,00 

0,9854 

X i = período de exposição (h) e ŷ = índice de ocorrência de Penicillium spp e Aspergillus spp (%). 
 

 As Figuras 9 e 10 apresentam a estimativa do índice de ocorrência de Penicillium 

spp e Aspergillus spp. Verifica-se que com o aumento do período de exposição ao ozônio, 

ocorreu a diminuição no percentual de grãos contaminados por Penicillium spp e 

Aspergillus spp. A partir de 31,76 e 58,09 h, respectivamente, o índice de ocorrência 

desses gêneros se manteve constante.  

 

 

 

Figura 9. Estimativa do índice de ocorrência de Penicillium spp (%) nos grãos de arroz 

expostos ao ozônio em função do período de exposição (h). 
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Figura 10. Estimativa do índice de ocorrência de Aspergillus spp (%) nos grãos de arroz 

expostos ao ozônio em função do período de exposição (h). 
 

  

 Na Figura 11, é possível observar a diferença ocasionada pela ozonização no índice 

de ocorrência de Penicillium spp e de Aspergillus spp em diferentes períodos de exposição. 
 

 

Figura 11. Gerbox, contendo grãos de arroz submetidos ao ar atmosférico (A) e ao gás 

ozônio (B), em diferentes períodos de exposição. 

 

 Comparando-se os índices médios de ocorrência de Penicillium spp e Aspergillus 

spp, observa-se redução no crescimento de ambos. Os resultados sugerem que Aspergillus 

spp foi mais tolerante ao efeito fungicida do gás ozônio do que Penicillium spp.  
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 Vale ressaltar que o gás ozônio, além de atuar como agente inibidor do crescimento 

e desenvolvimento de Aspergillus spp e Penicilium spp, também estendeu seu efeito 

fungicida aos demais fungos presentes na superfície dos grãos. 

 Observando os grãos de arroz com o auxílio de um microscópio estereoscópio 

Leica S6D, conectado a um sistema de captura de imagem, é possível observar o efeito 

fungicida do processo de ozonização à medida que se aumentou o período de exposição 

(Figura 12). 

 

Figura 12. Grãos de arroz observados com o auxílio de um microscópio estereoscópio, 

submetidos ao ar atmosférico (A) e ao gás ozônio (B), em diferentes períodos 

de exposição. 
 

  

 Observa-se (Figura 12) que nos grãos de arroz ozonizados nos períodos de 

exposição de 12, 24, 36 e 48 h, nem todos os esporos fúngicos deixaram de germinar, 

porém produziram colônias de tamanho bastante reduzido, esparsas e com baixo vigor. 

Vijayanandraj et al. (2006), estudando o efeito do ozônio sobre Aspergillus níger, 

perceberam alterações na morfologia do fungo. Os conídios tratados com ozônio, à 

concentração de 4,8 mg L-1, por 5, 10 e 15 min, produziram colônias não-esporulantes. 

 A inibição do desenvolvimento de microrganismos pelo ozônio é um processo 

bastante complexo. O ozônio age sobre diversos constituintes da parede e da membrana 

celular, bem como em componentes do conteúdo da célula, enzimas e ácidos nucléicos 

(GREENE et al., 2012). Desta forma, os microrganismos são inativados devido a lise do 
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envoltório celular, levando ao escoamento do conteúdo citoplasmático, em decorrência da 

ação do ozônio molecular ou dos radicais livres gerados durante a decomposição do 

mesmo (PASCUAL et al., 2007; CULLEN et al., 2010). 

 Reduções significativas da infecção fúngica em grãos de trigo, aveia e ervilha 

devido à exposição ao gás ozônio foram observadas por Ciccarese et al. (2007). Dentre os 

fungos avaliados por esses autores, destacam-se os dos gêneros Aspergillus, Penicillium, 

Alternaria e Fusarium. 

 Resultados semelhantes foram observados por Alencar et al. (2012) na ozonização 

de amendoim. Estes autores relataram que o percentual de grãos de amendoim infectados 

por A. flavus e A. parasiticus reduziu significativamente quando os mesmos foram 

ozonizados nas concentrações de 13 e 21 mg L-1, por um período de 96 h. 

 Realizando testes in vitro, Silva e Venâncio (2008) avaliaram a sensibilidade de A. 

flavus e A. parasiticus ao ozônio e obtiveram taxas de inativação que variaram entre 98 e 

100%, para as concentrações de 10 e 20 mg L-1. Os autores concluíram que o ozônio é 

eficaz no controle de conídios das estirpes testadas.  

  

4.4. Efeito do ozônio na qualidade dos grãos de arroz 

 

4.4.1. Teor de água 
 

 Os valores médios do teor de água (% b.u.) dos grãos de arroz após o tratamento 

com ozônio e ar atmosférico, em diferentes períodos de exposição, são apresentados na 

Tabela 8. O teor de água apresentou variação significativa (p<0,01) entre os tratamentos, 

nos períodos de exposição de 12, 24, 36, 48 e 60 h. O valor médio estimado do teor de 

água dos grãos reduziu 1,0% quando o período de exposição foi de 60 h. A análise de 

regressão dos dados permitiu o ajuste da equação para teor de água dos grãos expostos ao 

ozônio, em função do período de exposição (Tabela 9).  

 A Figura 13 apresenta a estimativa do teor de água dos grãos de arroz expostos ao 

ozônio. Verifica-se que com o aumento do período de exposição, houve diminuição no teor 

de água dos grãos de arroz e a partir de 55,33 h, a perda de água dos grãos de arroz cessou. 
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Tabela 8. Valores médios referentes ao teor de água (% b.u.) dos grãos de arroz 

submetidos ao ar atmosférico e ao gás ozônio. 
 

Período de  Tratamento 

exposição (h) Controle Ozônio 

12 14,0 a 13,9 b 

24 14,0 a 13,6 b 

36 13,8 a 13,4 b 

48 13,6 a 13,1 b 

60 13,5 a  12,9 b 

Médias seguidas de uma mesma letra na linha não diferem entre si, ao nível de 1% de probabilidade, pelo 
teste de “t”. 
 

Tabela 9. Equação de regressão ajustada e seu respectivo coeficiente de determinação 

(R2), para o teor de água (%), em função do período de exposição ao ozônio 

(h). 
 

Variável Equação ajustada Intervalo R² 

UMID 
ŷ = 14,1829 - 0,023 Xi 

ŷ = 12,9226 

12 ≤ Xi < 55,33 

55,33 ≤ Xi ≤ 60,00 

0,9932 

X i = período de exposição (h) e ŷ = teor de água (%). 
 

 

 

Figura 13. Estimativa do teor de água (%) dos grãos de arroz expostos ao ozônio em 

função do período de exposição (h). 
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 Resultados análogos ao presente trabalho, foram observados por Wang et al. 

(2010), que detectaram redução no teor de água do milho ozonizado (12,86%) em relação 

ao milho controle (15,56%), após exposição ao ozônio na concentração de 4,8 mg L-1e ao 

fluxo contínuo de 0,4 L min-1, por um período de 12 h. Alencar et al. (2012), também 

obteve resultados parecidos na ozonização de grãos de amendoim. Estes autores 

constataram decréscimo significativo do teor de água dos grãos, o valor médio do teor de 

água reduziu de 7,6% para 4,4%, quando o período de exposição foi de 96 h. 

 A redução do teor de água dos grãos com o aumento do período de exposição, 

independentemente da exposição ao ar atmosférico ou ao gás ozônio, pode ser explicada 

pelo equilíbrio higroscópico entre os grãos de arroz e o meio (ar atmosférico ou ozônio). O 

teor de água de equilíbrio é alcançado quando a pressão parcial de vapor de água no 

produto se iguala à do ar que o envolve (CORRÊA et al., 2005). Com o objetivo de reduzir 

essa perda de água, no presente trabalho, foi utilizada uma solução saturada de Cloreto de 

Sódio (NaCl, 75% de UR).  

 

4.4.2. Condutividade Elétrica 

 

 Os valores médios da condutividade elétrica (µS cm-1 g-1) da solução que continha 

os grãos de arroz após o tratamento com ozônio e ar atmosférico, em diferentes períodos de 

exposição, são apresentados na Tabela 10. A condutividade elétrica apresentou variação 

significativa (p<0,01) entre os tratamentos e períodos de exposição (12, 24, 36, 48 e 60 h). 

A análise de regressão dos dados permitiu o ajuste da equação para a condutividade 

elétrica da solução que continha os grãos de arroz expostos ao ozônio, em função do 

período de exposição (Tabela 11).  

 A avaliação da condutividade elétrica constitui um dos procedimentos analíticos 

com o propósito de se analisar o vigor e a condição fisiológica dos grãos. Os resultados 

expressam a quantidade de íons lixiviados do interior dos grãos para o meio externo, 

retratando o seu grau de deterioração (VIEIRA e CARVALHO, 1994). 

 A Figura 14 apresenta a estimativa da condutividade elétrica da solução que 

continha os grãos de arroz expostos ao ozônio. Verifica-se que com o aumento do período 

de exposição, houve aumento na condutividade elétrica e a partir de 56,31 h, a 

condutividade elétrica da solução que continha os grãos de arroz se manteve constante. 

 

 



30 
 

Tabela 10. Valores médios referentes à condutividade elétrica (µS cm-1 g-1) da solução 

que continha os grãos de arroz submetidos ao ar atmosférico e ao gás ozônio. 
 

Período de  Tratamento 

exposição (h) Controle Ozônio 

12 17,13 a 40,57 b 

24 17,50 a 46,28 b 

36 18,24 a 53,90 b 

48 19,05 a 62,80 b 

60 19,83 a  71,53 b 

Médias seguidas de uma mesma letra na linha não diferem entre si, ao nível de 1% de probabilidade, pelo 
teste de “t”. 
 

Tabela 11. Equação de regressão ajustada e seu respectivo coeficiente de determinação 

(R2), para a condutividade elétrica (µS cm-1 g-1), em função do período de 

exposição ao ozônio (h). 
 

Variável Equação ajustada Intervalo R² 

COND 
ŷ = 32,3431 + 0,618 Xi 

ŷ = 67,1644 

12 ≤ Xi < 56,31 

56,31 ≤ Xi ≤ 60,00 

0,9906 

X i = período de exposição (h) e ŷ = condutividade elétrica (uS cm-1 g-1). 
 

 

  

 

Figura 14. Estimativa da condutividade elétrica (µS cm-1 g-1) da solução que continha os 

grãos de arroz ozonizados, em função do período de exposição (h). 
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 Resultados semelhantes foram obtidos por Rozado et al. (2008) que observaram 

aumento significativo da condutividade elétrica da solução que continha os grãos de milho 

expostos ao gás ozônio, por 264 h. Silva (2011), também observou aumento dos valores de 

condutividade elétrica em grãos de trigo ozonizados, na concentração de 2,14 mg L-1, nos 

períodos de exposição de  20, 40 e 60 h.  

 Resultados contrários foram obtidos por Brito Júnior (2013), pois observou não ter 

ocorrido variação significativa nos valores de condutividade elétrica na solução contendo 

os grãos de milho, entre os tratamentos com o gás ozônio e o ar atmosférico, nos diferentes 

períodos de exposição.  

 Levando-se em consideração que a elevação do valor da condutividade elétrica 

indica que ocorreu a liberação de íons para a solução aquosa pela lixiviação de eletrólitos 

dos tecidos dos grãos (VIEIRA e CARVALHO, 1994) e que tal fato está relacionado à 

deterioração dos mesmos, pode-se inferir que os grãos de arroz ozonizados poderão 

apresentar uma pequena redução no vigor.  

  

4.4.3. Germinação 

 

 Os valores médios da germinação (%) dos grãos de arroz após o tratamento com 

ozônio e ar atmosférico, em diferentes períodos de exposição, são apresentados na Tabela 

12. A germinação dos grãos de arroz apresentou variação significativa (p<0,01) entre os 

tratamentos com o ar atmosférico e com o gás ozônio, com exceção dos períodos de 

exposição de 12 e 24 h, respectivamente. A análise de regressão dos dados permitiu o 

ajuste da porcentagem de germinação dos grãos expostos ao ozônio, em função do período 

de exposição (Tabela 13) 

 A Figura 15 apresenta estimativa da germinação dos grãos de arroz expostos ao 

ozônio. Verifica-se que com o aumento do período de exposição, houve diminuição na 

germinação dos grãos de arroz e a partir de 52,26 h, o percentual de germinação dos grãos 

de arroz se manteve constante. 
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Tabela 12. Valores médios da germinação (%) dos grãos de arroz submetidos ao ar 

atmosférico e ao gás ozônio. 
 

Período de  Tratamento 

exposição (h) Controle Ozônio 

12 64,84 a 62,85 a 

24 64,32 a 60,50 a 

36 63,54 a 52,69 b 

48 63,45 a 50,87 b 

60 62,93 a  48,61 b 

Médias seguidas de uma mesma letra na linha não diferem entre si, ao nível de 1% de probabilidade, pelo 
teste de “t”. 
 

Tabela 13. Equação de regressão ajustada e seu respectivo coeficiente de determinação 

(R2), para a germinação (%), em função do período de exposição ao ozônio 

(h). 
 

Variável Equação ajustada Intervalo R² 

GERM 
ŷ = 67,6649 - 0,365 Xi 

ŷ = 48,6111 

12 ≤ Xi < 52,26 

52,26 ≤ Xi ≤ 60,00 

0,9352 

X i = período de exposição (h) e ŷ = germinação (%). 
 
 

 

 

Figura 15. Estimativa da germinação (%) dos grãos de arroz ozonizados, em função do 

período de exposição (h).  
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 Os menores valores de germinação provavelmente foram ocasionados pela alta 

concentração de ozônio utilizada e também pelo aumento do período de exposição. SILVA 

(2011), também observou diminuição na germinação de grãos de trigo ozonizados, na 

concentração de 2,14 mg L-1 e períodos de exposição de  20, 40 e 60 h.  

 Resultados semelhantes foram obtidos por Rozado et al. (2008) para grãos de milho 

ozonizados na concentração de 50 ppm (equivalente a 0,11 mg L-1) por 264 h. Esses 

autores relataram que o percentual de germinação apresentou valores menores e que a 

condutividade elétrica aumentou significativamente quando comparados aos grãos tratados 

apenas com ar atmosférico. 

 O comportamento da condutividade elétrica dos grãos de arroz ozonizados no 

presente trabalho correlaciona-se negativamente (-0,9566) com os resultados de 

germinação, ou seja, quando a condutividade elétrica aumenta, a germinação diminui. 

Grãos com maiores valores de condutividade elétrica apresentam maiores taxas de 

degradação da membrana celular e, consequentemente, menor percentual de germinação 

(VIEIRA e KRZYZANOWSKI, 1999).  

 Santos (2008) observou que não houve efeito significativo da ozonização sobre as 

características fisiológicas dos grãos de milho, tais como teor de água, condutividade 

elétrica e germinação, em relação ao controle. Resultados estes que confirmam os 

encontrados por Pereira (2006), quando verificou que o tratamento com o gás ozônio na 

concentração de 50 ppm, em comparação com o tratamento com ar atmosférico, não afetou 

as características fisiológicas dos grãos de milho. Resultados semelhantes já haviam sido 

apresentados por Mendez et al. (2003), quando os autores não observaram qualquer efeito 

negativo da ozonização sobre a qualidade e características nutricionais dos grãos de trigo, 

de milho e de arroz submetidos a um tratamento com 50 ppm de ozônio por um período de 

30 dias. 
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5. CONCLUSÕES 

 

 De acordo com os resultados obtidos neste trabalho e os objetivos propostos, 

conclui-se que: 

 A concentração e o tempo de saturação do gás ozônio nos grãos de arroz foi de 

5,0075 mg L-1 e 13,97 min, respectivamente. 

 A ozonização dos grãos de arroz, na concentração de 10,13 mg L -1 e 60 h de 

exposição ao ozônio, reduziu em 3,8127 ciclos log a contagem de fungos 

filamentosos e leveduras e em, aproximadamento, 100% o índice de ocorrência de 

Aspergillus spp e Penicillium spp. 

 O valor médio do teor de água dos grãos de arroz ozonizados reduziu 1,0% e a 

partir de 55,33 h de exposição, a perda de água cessou. 

 A condutividade elétrica da solução que continha os grãos de arroz ozonizados 

aumentou e a germinação reduziu, e a partir de 56,31 e 52,26 h de exposição, 

respectivamente, se mantiveram constantes. 

 

 Os resultados demonstrados neste estudo confirmam o efeito fungicida do gás 

ozônio em grãos de arroz e podem contribuir para o desenvolvimento de novas pesquisas, 

que poderão apontar a concentração e o período de exposição ideais, de tal modo a impedir 

o crescimento e o desenvolvimento de fungos, sem afetar a qualidade dos grãos. 
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