RAQUEL RODRIGUES SANTOS

0zZONIO COMO AGENTE FUNGICIDA E SEU EFEITO NA QUALIDADE DO
ARROZ (Oryza sativa L.)

Dissertacdo apresentada a Universid:
Federal de Vigosa, como parte das exigént
do Programa de Poés-Graduacgéo
Engenharia Agricola, para obtencédo do titi
de Magister Scientiae.

VICOSA
MINAS GERAIS - BRASIL
2014



Ficha catalografica preparada pela Biblioteca Central da Universidade
Federal de Vigosa - Campus Vicosa

% )

Santos, Raquel Rodrigues, 1987-
S2370 Ozobnio como agente fungicida e seu efeito na qualidade do
2014 arroz (Oryza sativa L.) / Raquel Rodrigues Santos. — Vigosa,

MG, 2014.
x1, 43f. : il. (algumas color.) ; 29 cm.

Orientador: Léda Rita Dantonino Faroni.
Dissertagao (mestrado) - Universidade Federal de Vigosa.
Referéncias bibliograficas: £.35-43.

1. Fungos. 2. Arroz - Armazenamento. 3. Arroz - Efeito de
fungicida. 4. Ozénio. I. Universidade Federal de Vigosa.
Departamento de Engenharia Agricola. Programa de
Pdés-graduagao em Engenharia Agricola. IT. Titulo.

CDD 22. ed. 632.952




RAQUEL RODRIGUES SANTOS

0zZONIO COMO AGENTE FUNGICIDA E SEU EFEITO NA QUALIDADE DO
ARROZ (Oryza sativa L.)

Dissertacdo apresentada a Universidi
Federal de Vigcosa, como parte das exigén:
do Programa de Pdés-Graduacdo
Engenharia Agricola, para obtencdo do titi
de Magister Scientiae.

APROVADA: 28 de novembro de 2014.

Paulo Roberto Cecon Fernanda Fernandes Heleno
(Coorientador) (Coorientadora)

Ana Paula Sato Ferreira

Léda Rita D’ Antonino Faroni
(Orientadora)



“Uprenda cama se fosse viver para sempre,
e viva cama se fosse moven amanhd.”

A minka vé Nair,

& minfa mée Giselda,
& minfia Maninka e,
& minka fitha Lara,

Dedice



AGRADECIMENTOS

Agradeco a Deus, por me conceder saude, sabedoria, disposicéo e alegria. Por ter
me concedido mais uma conquista na vida.

A minha v6 Nair, minha méae Giselda e minha Maninha Roberta, por todo amor,
carinho, confianca e apoio incondicionais.

A minha filha Lara, que foi a forca para que eu ndo desistisse e minha maior
incentivadora- Conseguimos, Princesa!

A Universidade Federal de Vigosa (UFV) e ao Departamento de Engenharia
Agricola (DEA), pela oportunidade de desenvolver este trabalho.

A Coordenacido de Aperfeicoamento Pessoal de Nivel Superior (CAPES) e ao
Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), pela concesséo
da bolsa de estudo.

A Professora Léda Rita D’Antonino Faroni pela orientagdo, confianca,
ensinamentos e oportunidades concedidas.

Aos Professores Paulo Roberto Cecon e Olinto Liparini Pereira pelas valiosas
contribuicdes no desenvolvimento deste trabalho.

Ao Vinicius, pela colaboracéo, pela disposicéo e torcida.

Aos demais estagiarios: Jaquelifidyvens Talentos”, Marcus Vinicius, Amanda,
Bruno, Rodrigo e Kerly, pela colaboracéo.

Aos amigos, das salas A e Baty, Juliane, Daniel, Handina e Zenil. Isso so foi
possivel por causa de vocés. Vocés foram mais que amigos, foram irmaos. Muito obrigada
pela ajuda e consolo nos momentos de desespero.

Aos demais colegas de laboratério: Gutierres, Luis, Mariane e Fernanda, pelo apoio
e incentivo.

Aos meus colegas do Laboratorio de Patologia de Semente e Pds-Colheita,
principalmente a Ana Paula, pela paciéncia e apoio.

Ao meu grande amigo Romenique, grande incentivador e exemplo, e as amigas
Cris, Silma, Svet e Nara, pelo apoio, incentivo, amizade e parceria. A vOcés 0 meu eterno
carinho e gratidao.

Aos funcionarios do Setor de Armazenamento do Departamento de Engenharia
Agricola da UFV pelo apoio, incentivo e disponibilidade em ajudar: Lucas, Tunico, Zé

Geraldo, Edson e Z¢é Eustaquio.



A todos que de um modo geral, direta ou indiretamente, contribuiram para

realizacdo deste trabalho e para minha formacéo académica, Muito Obrigada!



BIOGRAFIA

Raquel Rodrigues Santos, filha de Carlos Alberto Galvdo dos Santos e Giselda
Rodrigues da Silva, nasceu em Volta Redonda, Rio de Janeiro, em 02 de abril de 1987.

Em marco de 2007 iniciou o curso de Agronomia na Universidade Federal de
Vicosa e graduou-se Engenheira Agrbnoma em janeiro de 2012. Em dezembro de 2012
ingressou no curso de Mestrado do Programa de Pds-Graduacdo em Engenharia Agricola,
na Area de Pré-Processamento e Armazenamento de Produtos Agricolas, na Universidade
Federal de Vigosa, sob orientagdo da Professora Léda Rita D’Antonino Faroni,

submetendo-se a defesa de dissertacdo em novembro de 2014.



INDICE

RESUMO ..ottt ettt ettt ettt et ettt et et et ea et et e et ese et ess st e ss et et ete s ese s ereenens viii
ABSTRACT ..ottt ettt ettt ettt et et et a e et e ae et e se et et et et et et et et ere et ere et reetns X
1. INTRODUGAOD ..ottt ettt e et ea et ee et te et aeeaenneaennas 1
2. REVISAO DE LITERATURA ..ottt 5
0 I N 1 0 7P 5

2.2. FUNQOS €M Qra0S T8 @ITOZ ...ceeevvviiiiiiieii e i e e e e e e e eeeeeeeeeaat s s e e e e e e e e e e eaeeeeeeeaensannaaaaaeeeas 6
2.3. Oz06nio no controle de fungos em graos de Arf0Z ..........cooovviiiiiiiiieiiiiiiiieieee e 8

3. MATERIAL E METODOS .....coiiitiieiecieteteee ettt sttt 11

3.1. Obtencéo e quantificag8o dO GAS OZONIO...........ueeeieiiiiiiiiiiiae e 11

3.2. Isolamento e obtencao da suspenséao de conidios dos fungos dos géneros

Asperdillus spe P eniCillium SPP .....ueee it 11

3.3. Inoculacédo dos graos de arroz com a suspenséao de conidios dos fungos dos

géneros Aspergillus spp € PeniCillium SPP ....ueeiieiiiieiiicceceeeeeeee s 12
3.4. Processo de 0zonizaGao dOS graos A€ ArfOZ ...........uueueiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeenennnn s 13
3.5. Determinac¢éo do tempo de saturacdo do gas 0zonio nos graos de arroz.............. 14
3.6. Avaliacdo do efeito fungicida do 0z6nio em graos de arroz............c.cceeeeveevveennnns 15

3.7. Avaliacdo do possivel efeito do tratamento do 0zénio na qualidade dos graos de

=1 0 7P 16
3.7.1. DeterminaCao do teOr € AQUAa ........ccceeeeeiiiiiiieiieiiicei e e 16
3.7.2. Determinacao da condutividade elétrica..............cceovvrrrrrrriiiiiiiiee e, 16
3.7.3. Determinacao do percentual de germinacao............ccccvvvvviiiiieieeeeeeeeeeeeeeeennnns 17

3.8. Delineamento experimental e andlises estatisticas ............cccccceeeeeeiiiiicccccciinnne, 17

4., RESULTADOS E DISCUSSAOD ......ocoviteiteeeeeeeeeee et 18

4.1. Caracteristicas dos gréaos de arroz antes da exposi¢ao ao gas o0zonio................... 18

4.2. Tempo de saturaGao dO GAS 0ZONIO .......cceeeiiiiiiiiiiiiiiiie et 18

4.3. Eficacia do efeito fungicida dO 0ZONIO ..........uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 20
4.3.1. Quantificacao de fungos filamentosos e leveduras.............ccccevvvvivviiviiiinnennnn. 20
4.3.2. Indice de ocorréncia dos géneros Peniciléspergillus .............c........... 23

4.4. Efeito do 0z6nio na qualidade dos gréos de arroz ........ccccceeeeeeeeiieiiiccccciiiiiee 27

Vi



4.4.1. Teor de agua

.................................................................................................. 27
4.4.2.  Condutividade EIGtrHCaA ..........cuuuiiiiiiiiiii e 29
G T €1 1 1 011 = o= T J USSP 31
(070N [od WU T 0] =1 TR 34
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......cooiioeeeeeeeeete e, 35

Vii



RESUMO

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

A atividade fungica, principalmente durante o armazenamento, pode levar a rapida
deterioracdo na qualidade nutricional dos gréos, e reduzir seu aproveitamento industrial.
No Brasil, ndo h& fungicidas registrados pelo MAPA para o tratamento pos-colheita de
graos de arroz. Deste modo, é de fundamental importancia o controle dos fungos nas
unidades armazenadoras, com a finalidade de resolver os problemas associados a qualidade
final deste produto. Dentre as tecnologias apontadas como promissoras no controle desses
microrganismos, destaca-se a ozonizacdo. O ozénio é um poderoso agente oxidante que
promove efeitos de oxidacdo e destruicdo da membrana citoplasmatica e parede celular
Objetivou-se com este trabalho determinar a concentracdo e o tempo de saturacdo do gas
0zO6nio na massa de gréos de arroz, definir o tempo de ozonizagéo eficaz para a desinfeccao
microbiologica dos grédos, bem como avaliar o efeito do processo de ozonizacdo nas
caracteristicas qualitativas do produto. Foram utilizados graos de arroz, com teor de agua
de 14,3% b.u., que foram previamente inoculados com uma suspensao de conidios dos
géneros Penicillium spp e Aspergillus spp. O processo de ozonizagéao foi feito utilizando-se
500 g de gréos, que foram acondicionados em recipientes cilindricos de PVC (15 x 25 cm),
com conexdes para injecdo e exaustdao do gas. O mesmo foi aplicado na concentracdo de
10,13 mg [}, em fluxo continuo de 1,0 L mih. Foram estabelecidos cinco periodos de
exposicdo (12, 24, 36, 48 e 60 h) para avaliar o efeito do gas na desinfeccao
microbiolégica e na qualidade dos gréos de arroz. Para o controle, os graos de arroz foram
submetidos ao tratamento com ar atmosférico, nas mesmas condi¢cdes que o tratamento
com ozoénio. Com a finalidade de reduzir o ressecamento dos gréos, fez-se necessario a
passagem do gas por uma solucdo saturada de Cloreto de Sodio (NaCl, 75% Ae UR).
quantificacdo de fungos filamentosos e leveduras em meio de cultura e o indice de
ocorréncia dos géneros Aspergillus e Penicillium nos grdos foram avaliadas por dois
métodos. O primeiro método foi o da contagem em placas para fungos filamentosos e
leveduras, em que 25 g de grdo foram homogeneizados em 225 mL de solucdo salina
peptonada a 0,1% e ap6s diluicdes em sérié, (107, 10° e 10%, foram plaqueados em

meio de cultura BDA acidificado. O segundo, o plagueamento direto sobre papel de filtro
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(Blotter test) foi realizado utilizando-se 400 gréos dispostos individualmente sobre uma
camada de papel filtro umedecido no interior de gerbox. Ao final de cada periodo de
exposicao, os graos de arroz foram avaliados quanto ao teor de agua, a condutividade
elétrica e a porcentagem de germinagdo. Observou-se que a concentracdo e o tempo de
saturacdo do gas ozé6nio nos grdos de arroz foi de 5,0075 mg 13,97 min,
respectivamente. Ocorreu reducdo em 3,8127 ciclos log na contagem de fungos
filamentosos e leveduras nos grdos ozonizados. Quanto ao indice de ocorréncia de
Aspergillus spp e Penicillium spp, o 0zénio foi eficiente, pois ndo houve crescimento de
fungos nos grédos, no periodo de exposicdo de 60 h. Com relacdo as caracteristicas
qualitativas, verificou-se que o o0zb6nio reduziu o teor de agua e a porcentagem de
germinacao e elevou a condutividade elétrica. Houve o efeito fungicida do gas oz6énio em

graos de arroz.



ABSTRACT

SANTOS, Raquel Rodrigues, M.Sc., Universidade Federal de Vigosa, November, 2014.
Ozone as fungicide agent and its effect on rice quality (Oryza sativa LAdviser: Léda

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% whb, 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 Thitstream of 1.0 lmin™. 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 necespasg to

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 dilutiols ¥@§ 10°

and 10% 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™ 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. INTRODUCAO

O arroz € um dos mais importantes graos em termos de valor econémico, sendo
considerado um dos alimentos com melhor balanceamento nutricional, fornecendo 20% da
energia e 15% das proteinas per capita necessarias ao homem. Por ser uma cultura
extremamente versétil, apresenta maior potencial para o combate a fome no mundo
(BRONDANI et al., 2006).

A producdo mundial de arroz (Oryza sativa L.), em 2018doaproximadamente,

748 milhdes de toneladas. Nesta safra, os principais produtores de arroz foram China e
india, com 27 e 21% da producdo mundial, respectivamente. O Brasil ainda ocupa uma
modesta posicdo entre os paises produtores de arroz, porém destaca-se como Unico pais
nao asiatico no ranking (FAO, 2014

No Brasil, a produgéo de arroz, da safra de 2013/14, foi de 12.161,7 mil toneladas,
2,9% superior em relacdo a safra 2012/13. Esse aumento de producdo ocorreu
principalmente devido a expansao de area em face do elevado patamar de precos do
produto. Para a proxima safra (2014/15), a projecdo média da producdo devera ser 3,4%
superior em relacao a safra 2013/14, atingindo 12.571,2 mil toneladas (CONAB, 2014).

Segundo a FAO, a previsdo para a utilizacdo global de arroz em 2013/14 seré de
492,1 milhdes de toneladas, 3,0% a mais que no ano anterior. Esse aumento € sustentado
devido a um acréscimo de 8,0 milhdes de toneladas na ingestdo alimentar global. Outros
usos, incluindo sementes, pos-colheita, perdas e usos industriais ndo alimentares, podem
atingir cerca de 67,8 milhdes de toneladas. Como resultado, o0 consumo de arroz per capita
pode ultrapassar 57,4 kg (FAO, 2014).

Embora muito progresso tenha sido feito na prevencéo de perdas na pos-colheita de
arroz, as mesmas atingem entre 15 e 16% da producdo mundial. Estas perdas ocorrem
durante operacbes como secagem, armazenamento e moagem. As principais razdes séo a
dificuldade de acesso e a falta de conhecimento técnico (FAO, 2004).

Por se tratar do produto final, os prejuizos sao irrecuperaveis. A reducdo nos
valores nutritivo e comercial dos gréos se deve, principalmente, pelo ataque de agentes
bioldgicos como os insetos, fungos e acaros (FARONI e SILVA, 2008; ALENCAR et al.,
2012).

A atividade fungica, principalmente durante o armazenamento, pode levar a rapida
deterioragdo na qualidade nutricional dos gréos e a contaminacdo com misotoxina
(ANDRADE et al., 2003; MAGAN e ALDRED, 2007). A microbiota fangica, que mais



atinge os graos de arroz armazenados, sdo de dois géneros: Penicillium e Aspergillus
(PITT, 2000).

Os géneros Penicilliure Aspergillus sdo contaminantes geralmente encontrados
em vegetais e alimentos durante a secagem e o armazenamento (PITT e HOCKING, 1997).
Poucos sao os fungos que tém ampla importancia econdmica como Aspergillus, sendo um
patdgeno de plantas, animais e insetos causando apodrecimento em numerosos produtos
armazenados. Como patdgenos humanos, a espécie A flawus 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 producao do arroz
e pelos 6rgdos responsaveis pela fiscalizacdo e registro de produtos para 0 uso no
tratamento de produtos agricolas. No Brasil, ndo ha fungicidas registrados pelo MAPA
para o tratamento pés-colheita de graos de arroz (BRASIL, 2014b). Deste modo, quando é
necessario fazer o controle de fungos na pdés-colheita os processadores e armazenistas
acabam por utilizar principios ativos ndo autorizados para este fim, ou mesmo ignoram a
presenca dos patdgenos quando estes nao oferecem riscos de grandes perdas econdmicas.
Em levantamento realizado pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) em
2011, foi detectado que 16% das amostras de arroz analisadas continham 10 principios
ativos nao autorizados pela legislacao brasileira. Em 2012, esse numero reduziu para 1%,
apresentando dois principios ativos nao autorizados (BRASIL, 2014a).

Além da ANVISA, o Plano Nacional de Controle de Residuos e Contaminantes
(PNCRC) também inspeciona e fiscaliza as cadeias produtivas de alimento. Este
monitoramento é realizado por meio da verificacao da presenca e dos niveis de residuos de
substancias quimicas potencialmente nocivas a saude do consumidor, tais como residuos
de produtos de uso veterinario, de agrotéxicos ou afins, e de contaminantes quimicos. Para
a determinacao de micotoxinas, a coleta das amostras deve ser realizada durante 0 processo
de empacotamento ou durante a carga ou descarga. As amostras de monitoramento do
PNCRC/Vegetal deverdo ser enviadas aos laboratorios participantes do Plano, para fins de
efetuar a fiscalizacdo dos produtos que possuem padréo oficial de classificacdo (BRASIL,
2013).

Diante disso, torna-se evidente a necessidade da adocdo de estratégias para o
tratamento pos-colheita dos grédos de arroz com a finalidade de resolver os problemas

associados a qualidade final deste produto. Dentro deste contexto, uma estratégia moderna
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e eficiente que vem sendo sugerida é o uso do gas o@@¥)ioO o0z6nio € um gas
resultante do rearranjo de atomos de oxigénio e pode ser gerado por descargas elétricas ou
pela incidéncia de radiacdo eletromagnética de alta energia (luz ultravioleta) no ar
(KHADRE et al., 2001). E uma molécula instavel que decai rapidamente a oxigénio
biatdmico, liberando um atomo de oxigénio altamente reativo. Por essa caracteristica, o gas
0zo6nio possui 0 segundo maior potencial de oxidacao dentre os elementos quimicos, sendo
superado apenas pelo Fluog)(fHILL e RICE, 1982).

O o0zbnio vem sendo amplamente utilizado na induUstria alimenticia e na
medicina, sendo considerado um agente antimicrobiano de amplo espectro. £Xajas O
classificado pela U.S. Food and Drug Administration em 2001, nos Estados Unidos como
sanitizante seguro para aplicacdo em alimentos, ja que o seu produto de degradacédo € o
oxigénio e ndo deixa residuos nos alimentos (GABLER et al., 2010).

Historicamente, o 0z6nio foi descoberto por Schonbein em 1840, seguido por uma
patente nos Estados Unidos emitida por Fewson em 1888, que tratava da remocao de
odores provenientes de esgotos. A primeira desinfec¢cao de agua com oz6nio data de 1906,
na Franca, e o primeiro sistema de tratamento de dgua com uso do ozdnio, em escala
comercial, foi instalado em 1940, nos Estados Unidos. Dentre as caracteristicas do 0zonio,
pode ser destacado que esse gas apresenta alta a solubilidade em &gua em baixa
temperatura e pH, tem como produto final de sua decomposicao o oxigénio 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 ozonizagdo de agua
engarrafada como segura, integrando a lista de produtos “Generally Recognized as Safe”

(GRAS). Em 1997, o ozbnio 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 gas ou dissolvido em agua, em contato
direto com os alimentos, incluindo produtos minimamente processados de frutas e
hortalicas (21 CFR Part 173.368) pela FDA (SUSLOW, 2003).

No que tange ao uso do oz6nio no controle de fungos em alimentos, sabe-se que
este gas € um forte agente antimicrobiano, podendo atuar na inativacdo ou inibicdo do
desenvolvimento de muitas espécies de fungos nas diversas commodities. Sabe-se que em
produtos agricolas o gas 0z6nio inibe ou retarda o desenvolvimento de fungos dos géneros
Fusarium, Geotrichum, MyrotheciueMucor (RAILA et al., 2006; WU et al., 2006), além



de outros microrganismos, como as bactérias (KIM et al., 1999; KHADRE et al., 2001;
AGUAYO et al., 2006; OZTEKIN et al., 2006; WHANGCHAI et al., 2006).

Ressalta-se ainda que o 0z6nio ndo altera a composicao nutricional dos cereais e
que nao sdo formados metabdlitos prejudiciais & saide 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
concentracdo e o tempo de saturacdo do gas 0zo6nio na massa de grdos de arroz, definir o
tempo de ozonizacédo eficaz para a desinfeccdo microbiolégica dos grdos, bem como

avaliar o efeito do processo de ozoniza¢ao nas caracteristicas qualitativas do produto.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Arroz

O arroz € um dos alimentos mais importantes para a nutricdo humana, sendo a base
alimentar de mais de trés bilhdes de pessoas no mundo. E o segundo cereal mais cultivado
no mundo, ocupando &rea aproximada de 165 milhdes de hectares (SOSBAI, 2010; FAO,
2014).

Os trés maiores produtores de arroz sdo: China (205,3 Mt), india (159,8 Mt)
Indonésia (71,3 Mt). O Brasil (12,2 Mt) é o maior produtor fora da Asia (FAO, 2014).

No Brasil, a maior producdo de arroz irrigado concentra-se na regido Sul, porém
vem crescendo também na regido Norte. Na regido Sul, 98% da producdo 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 alimentacdo do
brasileiro, 0 mesmo contribui como ingrediente em varios produtos alimenticam®o
cereais matinais, farinhas, bebidas, amido de arroz e alimentos infantis e estd aliado a
alimentacdo em hospitais, creches, escolas entre outras (GUIMARAES et al., 2010b).

Conforme Storck (2004), ao se comparar as caracteristicas nutricionais entre os
subgrupos integral, polido e parboilizado observa-se que o primeiro apresenta maior teor
de matéria mineral, gordura bruta, fibra total e insoltvel, o parboilizado maior contetdo de

amido resistente e o polido, maior contetdo de amido digestivel (Tabela 1).

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

polido e parboilizado polido.

Constituinte Arroz integral Arroz branco Arroz parboilizado

polido polido
Amido Total 74,12 87,58 85,08
Proteinas 10,46 8,94 9,44
Lipideos 2,52 0,36 0,69
Cinzas 1,15 0,30 0,67
Fibra Total 11,76 2,87 4,15
Fibra Soluvel 8,93 1,05 1,63
Fibra Insoluvel 8,82 1,82 2,52

Fonte: Adaptado de STORCK (2004)



A maior fracdo de lipidios estd nas camadas periféricas. O conteudo lipidico do
grao integral pode representar até 3% e do arroz polido menos de 1% (STORK, 2004). A
presenca de acidos graxos insaturados oléico e linoléico no farelo auxilia na prevencéo de
doencas cardiovasculares (ZHOU et al, 2003).

O conteudo protéico do arroz (gréo cru), em média de 7,5% (base Umida) pode
oscilar entre 5 e 13% pelas diferencas varietais (KENNEDY e BURLINGAME, 2003).

De acordo com Groff (2003), a obtencédo da qualidade envolve todo o processo de
producdo do arroz, comecando pelo desenvolvimento de novas variedades de sementes,
passando pelas préticas culturais, pelas técnicas de colheita, secagem e armazenagem e

terminando no beneficiamento e embalagem.

2.2. Fungos em gréos de arroz

Os microrganismos desempenham um papel importante no que diz respeito a
qgualidade das sementes, pois reduzem o vigor e enfraquecem a planta no estagio inicial de
crescimento (BUTT et al., 2011). As infeccbes mais comuns de arroz, tanto no campo e
também durante o armazenamento, sdo causadas por fddd8GUER et al., 2012)

Estes podem diminuir a germinagédo, causar descoloracéo, reduzir o peso dos graos e
produzir toxinas que podem ser prejudiciais a0 homem e aos animais domeésticos (BUTT et
al., 2011).

Os fungos estdo amplamente distribuidos na natureza e sao contaminantes comuns
de alimentos, graos e racbes, que, por apresentarem nutrientes como carboidratos,
proteinas e lipideos, constituem um substrato adequado para o desenvolvimento de
microrganismos (GUIMARAES et al., 2010a).

O ambiente de produtos armazenados € o ideal para o0 estabelecimento e o
desenvolvimento de muitas espécies de microrganismos. Uma das suas caracteristicas é o
alto poder de proliferacdo e, embora presentes no campo em baixa porcentagem,
multiplicam-serapidamente, desde que tenham condi¢cdes ambientais favoraveis (GARCIA
et al., 2002, MOLINIE et al., 2005S&0 capazes de tornar um lote de sementes ou gréos
totalmente sem valor, sob condi¢bes ineficientes de armazenamento (TANIWAKI e
SILVA, 2001; GARCIA et al., 2002)Neste contexto, os fungos s&o 0s principais
responsaveis por perdas na qualidade do arroz (COELHO et al., 1999; BIANCHINI, 2003;
DRUVEFORS e SCHNUNRER, 2004).



Para Garcia et al. (2002), ha vérios efeitos visiveis da atividade fangica em
sementes e grdos armazenados, ressaltando que o efeito geral € o aumento gradativo no
teor de 4gua e na temperatura do produto, resultado do metabolismo dos fungos. Os fungos
dos géneros AspergillissPenicillium s&o os principais encontrados no arroz armazenado
(SAKAI et al., 2005).

O género Aspergillus contribui para a deterioracdo de uma infinidade de produtos
armazenados, dentre eles, o arroz. A infestacdo do arroz com Aspergillus spp.,
principalmente por A flavug A parasiticus, pode reduzir qualidade e contaminar as
sementes com micotoxinas sob méas condi¢des de armazenamento (KUMAR et al., 2008).

A contaminagdo do arroz pelo género Penicilium foi mais elevada no Japéao
(SAKAI et al., 2005), Argentina e Paraguai (TONON et al.,, 1997). Este género é
comumente encontrado em produtos alimenticios, no campo e durante o armazenamento.
No Japdo, as espécies mais comumente encontradas no arroz em Pasdrgéiom (66%
das amostras) e P. islandicum (50% das amostras) (SAKAI et al., 2005). P. islandicum foi
responsavel pela descoloracdo do aed2. citrinum foi responsavel por causar 0 seu
amarelecimento (UDAGAWA e TATSUNO, 2004).

Amostras de arroz coletadas em diferentes regides do Brasil, nos anos de 1987 e
1988, apresentavam o0s géneros Aspergillus, Penicillium, Cladosporium, Rhizopus e
Rhodotorula. A contaminacdo fungica foi menor em arroz polido, aumentando
progressivamente em amostras de farelo de arroz e casca de arroz. As espécieseA. flav
A candidus foram as mais frequentemente isoladas e verificou-se produgcao de micotoxinas
do grupo de aflatoxinas B (AMAYA e SABINO, 2002).

Penicilliume Aspergillus sdo fungos que liberam maior quantidade de conidios no
ar. Uma elevada contagem de esporos tém sido relatada tanto em ambientes internos como
ao ar livre. Contagens elevadas no ar favorecem o desenvolvimento dos mesmos em
condi¢cdes 6timas de temperatura e umidade (REDDY et al., 2008; BORREGO et al.,
2010).

A contaminacado do arroz por fungos tem sido relatada em vérios paises (MAKUN
et al.,, 2007; FREDLUND et al., 2009). Fredluatal. (2009) relataram que 21% das
amostras de arroz recolhido de mercados suecos estavam contaminadas com A flavus.
Deste modo, é importante evitar a contaminagdo do arroz por fungos, pois o seu
crescimento é afetado pela disponibilidade de nutrientes e condigbes ambientais, tais como
temperatura, atividade de agua, e pH (RAMIREZ et al., 2006; MYLONA et al., 2012).



A contaminacao fangica tem um impacto significativo sobre a qualidade do arroz,
desta forma maior atencdo € necessaria para melhorar a qualidade e a seguranca do arroz
consumido (LESLIE e LOGRIECO, 2014

2.3. Oz6nio no controle de fungos em gréaos de arroz

A eficacia do oz6nio como agente antimicrobiano tem sido estudada por diversos
autores, pois este gas apresenta um largo espectro antimicrobiano e é eficiente no controle
de fungos, bactérias e protozoarios (AKBAS e OZDEMIR, 2006; WU et al., 2006). Dentre
as especies ja4 estudadas e que apresentaram sensibilidade ao oz6nio, destacam-se as
bactérias Salmonella typhimurium (CHAIDEZ et al., 2007), EscherichiaecBacillus
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.
gloesporioidese C. magna (COSTA, 2012), Aspergillus sp. e Penicillium sp. (BRITO
JUNIOR, 2013), dentre outros.

Estudos utilizando o ozonio gasoso como fungicida para preservar a cevada e o
trigo armazenados mostraram que, esse pode ser utilizado na inativagcdo de fungos sem
danificar a capacidade de germinacao de ambos (ALLEN et al., 2003; WU et al., 2006).

Em alimentos, o ozbnio reage rapidamente e, consequentemente, decompde-se
produzindo oxigénio, sem a presenca de residuo téxico (KHADRE et al., 2001; CULLEN
et al., 2009). Em agua, dentre os fatores que afetam a decomposi¢cdo do ozénio, destacam-
se 0 pH e a temperatura. Em temperaturas ou pH elevados, acelera-se o processo de
decomposicdo do ozoénio (NOVAK e YUAN, 2007

A atuacdo biologica do ozbénio se da em duas modalidades, agindo diretamente
sobre as moléculas alvo ou de forma indireta, via radicais livres, resultantes de processos
de peroxidacdo de acidos graxos polinsaturados e oxidacdo de grupos sulfidrilas e
aminodcidos de enzimas, proteinas e peptideos (VICTORIN, 1992).

Considerando, portanto que o mecanismo de acédo do ozbnio promove efeitos de
oxidacdo e destruicdo da membrana citoplasmatica e parede celular, entende-se que, a
diferenca entre a maior e a menor tolerédncia ao 0z6nio ocorre, provavelmente em funcéo
da estrutura da parede e da membrana celular (NAITO e TAKAHARA, 2006).



Cada microrganismo possui uma sensibilidade ao 0z6nio que lhe é inerente. Dessa
forma, bactérias apresentam maior vulnerabilidade que leveduras e fungos filamentosos,
em que, bactérias gram-negativas sdo menos sensiveis que as gram-positivas € 0S esporos
fungicos sdo mais tolerantes que células vegetativas (PASCUAL et al., 2007).

Segundo os mesmos autores, em funcdo da natureza do mecanismo de acgédo do
0zo6nio na destruicdo das células dos microrganismos, o desenvolvimento de resisténcia por
parte destes ao agente oxidante ndo ocorre. Seu amplo espectro de acéo lhe permite atuar
sobre bactérias, fungos, particulas virais, protozoarios e esporos fangicos e bacterianos
(CULLEN et al., 2009; KHADRE et al., 2001). Apresenta também, elevado potencial no
controle de pragas de armazenamento, bem como na degradacdo de micotoxinas,
especialmente em graos armazenados (TIWARI e MUTHUKUMARAPPAN, 2012).

A capacidade de o gas ozodnio eliminar aflatoxinas em grdos de milho foi
confirmada por Mckenzie et al. (1998), que alimentaram perus com dieta contendo milho
contaminado com a micotoxina, tratado ou ndo com o gas oz6nio. Os autores observaram
alta capacidade de degradacdo da micotoxina pelo ozénio, e que a dieta com o milho
ozonizado ndo afetou o desenvolvimento das aves. A eficacia do gas ozonio na degradacéo
de aflatoxinas também foi avaliada por PRUDENTE e KING (2002), que obtiveram
reducao de 92% no teor de aflatoxinas em gréos de milho. Estudos recentes indicam que o
ozobnio foi eficiente como agente fungicida e de degradacdo de micotoxinas em gréos de
amendoim (ALENCAR et al., 2012).

A eficacia do efeito fungicida do gas ozbnio sobre a contaminacdo de grdos de
milho com Aspergillus parasiticus foi constatada por Kells et al. (2001), quando obteve
reducdo de 63% na viabilidade das unidades de propagacao daquele fungo.

Em cevada, Allen et al. (2003), comprovaram a inativacdo de 96% dos esporos
fungicos, utilizando também 0z6nio gasoso, nas concentracdes de 0,2434 (hEOL
ppm) e 0,214 mg t (100 ppm), por 16 h. Além disso, os mesmos autores tiveram a
oportunidade de observar que o efeito fungicida do gas ozoénio se elevava com o aumento
da temperatura e da atividade de agua nos gréaos de cevada.

Em trabalhos experimentais desenvolvidos\foret al. (2006), envolvendo graos
de trigo ozonizados, foi constatado que a concentracdo de 0,7062 (880 ppm) de
ozbnio gasoso, por 45 min, foi suficiente para inativar 96,9% dos esporos fungicos

presentes naqueles graos.



Houve reducédo de aproximadamente 3 ciclos log na contagem de unidades
formadoras de col6nia de fungos totais presentes nos graos de amendoim ozonizados, apés
submeter os mesmos a concentracdo de 21 g gas por 96 h (ALENCAR et al., 2012)

Constatouse uma reducédo de 78,5 e 98,0% no indice de ocorréncia de Aspergillus
spp e Penicillium spp em grdos de milho, quando estes foram expostos ao gas ozénio a
concentracéo de 2,14 mg Lpor um periodo de 50 h, alem disso, reduziu também em 2,0

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

O trabalho foi realizado no Setor de Pré-Processamento e Armazenamento de
Produtos Agricolas do Departamento de Engenharia Agricola e no Laboratorio de
Patologia de Sementes e de Pds-Colheita do Departamento de Fitopatologia, ambos na
Universidade Federal de Vigosa (UFV), em Vicosa-MG.

Para realizacdo dos ensaios experimentais, foram utilizados gréos de arroz (Oryza
satival.) obtidos na Empresa de Pesquisa Agropecuaria de Minas Gerais (EPAMIG), cujo
teor de agua foi quantificado em 14% (b.u.), para favorecer o crescimento e a reproducéo

dos patogenos.

3.1. Obtencao e quantificacdo do gas ozénio

O ozonio foi obtido por meio de um gerador de ozonio O&L3.ORM (Ozone & Life, S&o
José dos Campos, Brasil), utilizando como insumo gas oxigénio isento de umidade. O
oxigénio foi retirado do ar atmosférico com o auxilio de um concentrador de oxigénio
OxxiSul, Mark 5 Plus (Ozonebras, Curitiba, Brasil). Na geracdo do oz6nio, o @xigéni
passa por um reator refrigeradmde ocorre a Descarga por Barreira Dielétrica (DBD). Este
tipo de descarga é produzido ao aplicar uma alta tenséo entre dois eletrodos paralelos, éendo entr
eles um dielétrico (vidro) e um espaco livre por onde flui o oxigénio. Nesgiaco livre é
produzida uma descarga em forma de filamentos, em que sdo gerados elétrons com energia
suficiente para produzir a quebra das moléculas de oxigénio, formando o ozdnio.

A concentracdo de ozénio foi obtida pelo ajuste de um variador de tensdo do
gerador e do fluxo de oxigénio, que foi constantemente monitorado com auxilio de um
medidor de vazao de ar (rotdmetro). Para a quantificacdo da concentracdo de ozdnio
utilizou-se o método iodométrico, por meio da titulacdo indireta (APHA, 2005) conforme

recomendado pela International Ozone Association (I0A).

3.2. Isolamento e obtencdo da suspensdo de conidios dos fungos dos géneros

Aspergillus spp e Penicillium spp

Para a avaliagdo do efeito do oz6nio no controle de Aspergillus spp e Penicillium
spp, foram obtidos isolados pertencentes a esses géneros, de grdos de arroz naturalmente

infectados. Apés o isolamento e identificacdo destes fungos, as placas de petri contendo os
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isolados foram incubadas em camara climatica do tipo B.O.D. a 25 °C, sem controle de
umidade relativa e de fotoperiodo e em auséncia de luz artificial, até o surgimento da
estrutura reprodutiva dos fungos.  Foi feita a repicagem e transferéncia dos isolados para
placas de petri contendo meio BDA (Batata, Dextrose, Agar), que posteriormente foram
incubadas nas mesmas condi¢cdes adotadas na obtengdo das estruturas reprodutivas dos
fungos, a fim de obter densa massa micelial e conidial. ApGs esse processo, foi obtida uma
suspensao de conidios, mediante deposicédo de agua destilada e esterilizada sobre superficie
da placa de Petri contendo micélio e conidios (Figura 1A), seguidos de friccdo das
colénias, com auxilio da al¢a de Drigalski. Apds remocao da massa micelial e conidial foi
feita filtragem em camada dupla de gaze (Figura 1B). Em seguida o filtrado foi submetido

a contagem em microscépio optico, com auxilio de camara de Neubauer, para obtencao de

uma suspensao de conidios com concentracdo de®lcrriiflios m*(Figura 1C).

Figural. Placa de Petri contendo micélio e conidios (A), filtragem do micélic

camada dupla de gaze (B) e suspenséo de conidios (C).

3.3. Inoculacdo dos grdos de arroz com a suspensao de conidios dos fungos dos

géneros Aspergillus spp e Penicillium spp

A suspensdo de conidios dos dois géneros de fungos, apés contagem em camara de
Neubauer, foi agitada com dispersante Tween 20 e aspergida sobre os graos (Figura 2A
com posterior mistura (Figura 2B), e estes foram acondicionados em bandejas contendo

papel germitest umedecido.
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A B

Figura 2. Asperséo da solucdo de conidios sobre os gréos de arroz (A) e mistura

Em seguida, os gréos foram acondicionados em camara climética do tipo B.O.D. a
temperatura de 27 £ 1 °C e umidade relativa de 95 + 5% UR, condi¢cdes consideradas
Gtimas para o crescimento e reproducdo dos fungos. Os graos foram mantidos no interior
da camara climatica por 48 h, tempo suficiente para o desenvolvimento e reproducédo dos

fungos.

3.4. Processo de ozonizacéo dos graos de arroz

No processo de ozonizagcdo, amostras de grédos de arroz contaminados foram
acondicionadas em camaras de fumigacdo, confeccionadas com PVC, com 15 cm de
diametro e 25cm de altura. A 10 cm do fundo do recipiente, foi colocada uma tela
metalica para sustentagdo dos graos e formacdo de um “plenum”, para melhor distribuigdo
do gas. Nas tampas inferg@re superiogs das camaras, foram instaladas conexdes para

injecd@o e exaustao do gas, respectivamente (Figura 3).

Figura 3. Céamaras de fumigacdo, com conexdes para injecdo (A) e exaustdo

gas.
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A injecédo do gas foi efetuada na concentragéo de 10,13"meni fluxo continuo
de 1 L min'. Os tempos de exposicdo dos grdos ao ozénio foram definidos em ensaios
preliminares (12, 24, 36, 48 e 60 h), com a finalidade de avaliar o efeito do gas na
desinfeccao microbioldgica e na qualidade dos gréos de arroz.

O controle da umidade relativa (UR) do gas oz6nio, apds a geracgédo, foi obtido pela
passagem do gas por uma solucdo saturada de Cloreto de Sédio (NaCl, 75% de UR),
seguindo o método proposto por Ozkan et al. (2011), para que ndo ocorresse 0
ressecamento dos graos de arroz.

O teste foi realizado em trés repeticbes para cada tratamento, sendo cada repeticao
constituida por uma mostra de 500 g de arroz (Figuras 4A e 4B). O mesmo procedimento
foi adotado para o tratamento controle, que consistiu na aplicagdo ar atmosférico, nas

mesmas condicdes de umidade do gas ozoénio (Figuras 4C e 4D).

Figura 4. Recipientes cilindricos utilizados para acondicionamento dos graos de
submetidos ao oz6nio (A) e ao ar atmosférico (C). Ozonizador (
compressor de ar atmosférico (D).

3.5. Determinacao do tempo de saturacéo do gas 0z6nio nos gréos de arroz

Para a determinacdo do tempo de saturacdo do gas ozénio nos grdos de arroz, foi
feita a injecdo do gas, nas camaras de fumigagéo, contendo 500 g de grdos cada. O tempo
de saturacao foi definido, determinando-se a concentracao residual do gas em intervalos de
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tempo regulares, utilizando o método iodométrico (APHA, 2005), até que a concentragdo
do 0z6nio se mantivesse constante.

Os dados de saturagcdo com o0zo6nio foram submetidos a analise de regressao Linear
Response Plateau em funcdo do tempo, utilizando o software SAEG (UFV, Vigosa,
Brasil).

3.6. Avaliacao do efeito fungicida do ozénio em graos de arroz

Para avaliacdo do efeito fungicida do gas ozonio, utilizou-se grdos de arroz (14%
b.u.) contaminados com Aspergillus spp e Penicillium spp.

A quantificacdo de fungos filamentosos e leveduras em meio de cultura e a
ocorréncia dos géneros fungicos Aspergillus e Penicillium, nos gréos foi avaliada com a
adocao de métodos especificos a cada situacao. Na quantificacdo de fungos filamentosos e
leveduras utilizou-se o método de contagem em placas e na deteccéo dos géneros fungicos
Aspergilluse Penicillium, o método de Incubacdo em Substrato de Papel ou Método do
Papel de Filtro (“Blotter Test””) (BRASIL, 2009a)

No método de contagem em placas, 25 g de grédos de arroz foram devidamente
homogeneizados em 225 mL de solugdo salina peptonada a 0,1%, em agitador magnético
(Figura 5). A solucéo foi devidamente diluida t100?, 10° e 10% e plaqueadam meio
de cultura Batata Dextrose Agar (BDA) acidificado com acido tartarico a 10%, tendo sido
as placas incubadas por cinco dias em camaras climaticas a 25 °C (DOWNES e ITO,
2001). Os resultados referentes ao método de diluicdo foram expressos em Unidades

Formadoras de Col6nia por grama de amostra (UBC g

Figura5. Grédos de arroz sendo homogeneizados em 225 mL de solugao
peptonada a 0,1%.
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Na deteccédo dos géneros Aspergiuenicillium foram utilizados 400 gréos por
amostra. Neste método, os graos 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 paitrpempassagem integral
de luz incidente.

Os recipientes com os gréos ficaram dispostos sob lampadas de luz fluorescente
branca, em camaras com fotoperiodo de 12 h por 7-8 dias, a temperatura de 25 + 2 °C.

Os graos foram examinados individualmente com auxilio de uma lupa, pela
ocorréncia de frutificagfes tipicas do crescimento de fungos. Conidiéforos com conidios e
corpos de frutificacdo (e.g., picnidios, acérvulos, peritécios) formados nos grados séo
caracteristicas importantes para a identificacdo das espécies fungicas. Os resultados foram

expressos em percentual de ocorréncia dos fungos.

3.7. Avaliacédo do possivel efeito do tratamento do oz6nio na qualidade dos gréos de

arroz

A avaliacdo da qualidade dos graos foi feita antes e apds a exposi¢do dos gréos ao
oz6nio. As andlises realizadas foram: teor de agua, condutividade elétrica e percentual de

germinacao.

3.7.1. Determinacao do teor de agua

O teor de &gua foi determinado utilizando-se o método da estufa, segundo as
normas descritas em Regras para Analise de Sementes (BRASIL, 2009b), que prescrevem
a utilizacao de estufa com circulacdo forcada de ar a temperatura de 105 °C, durante 24 h.
Foram utilizadas trés repeticoes de 30 g de graos para cada tratamento. Os resultados

foram expressos em porcentagem.

3.7.2. Determinagédo da condutividade elétrica

A condutividade elétrica da solucdo contendo gréos de arroz foi medida utilizando-
se o0 Sistema de Copo ou Condutividade de Massa (VIEIRA e CARVALHO, 1994). Os
testes foram realizados com trés repeticdes de 50 graos, retirados aleatoriamente de cada
tratamento. Os graos foram pesados em balanca com precisao de 0,01 g e colocados em
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copos com capacidade para 200 mL, aos quais foram adicionados 75 mL de agua destilada.
Em seguida, os copos foram postos em camara climatica do tipo BOD a temperatura de 25
°C, durante 24 h. Depois desse periodo os copos foram retirados da camara, para que
fossem feitas as medi¢Bes da condutividade elétrica da solu¢cdo contendo os graos. As
leituras foram feitas com um medidor de condutividade elétrica da marca Tecnopon,
modelo nCA-150, com ajuste para compensacdo de temperatura e eletrodo com a
constante da célula de 1 pS cm™. Antes de realizar as leituras, o aparelho foi calibrado com
uma solucéo-padrdo com condutividade elétrica conhecida a temperatura de 25 °C. O valor
da condutividade elétrica (uS cm™) fornecido pelo aparelho foi dividido pela quantidade de
matéria seca dos gréos, obtendo-se entdo oaiarsso em pS cm™ g de matéria seca.

3.7.3. Determinacéo do percentual de germinacao

O percentual de germinacao foi determinado pelo teste-padrdao de germinacao
conforme recomendacbes das Regras para Andlise de Sementes (BRASIL, 2009b), 400
grados por amostra, em oito repeticdes de 50. O substrato utilizado foi o papel de filtro
(papel-germitest), umedecido com &agua destilada (volume de &gua igual a 2,5 vezes a
massa do papel). Os grédos de arroz foram dispostos sobre duas folhas de papel e,
posteriormente, cobertos por mais uma folha do mesmo papel, sendo, entdo, embrulhados,
formando rolos. Os rolos foram colocados em posicao vertical dentro de um germinador e
mantidos a uma temperatura de 25 + 1 °C, por um periodo de 14 dias. A contagem foi
realizada aos 14 dias, considerando-se as plantulas normais. Os dados foram expressos em

porcentagem média de germinacao.

3.8. Delineamento experimental e analises estatisticas

O experimento foi realizado em delineamento inteiramente casualizado, com cinco
periodos de exposi¢cdo ao ozdnio (12, 24, 36, 48 e 60 h) com trés repeticdes. Os dados
foram submetidos a analise de regressdo e os modelos escolhidos com base na
significancia dos coeficientes de regressdo, no coeficiente de determindpa® 1R

comportamento do fenémenao.
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1. Caracteristicas dos graos de arroz antes da exposi¢ao ao gasnozo

As caracteristicas dos graos de arroz, antes de serem submetidos ao tratamento com o

gas ozonio, estdo representadas na Tabela 2.

Tabela 2. Caracteristicas dos gréos de arroz, antes da exposi¢céo ao gas ozonio.

Analise Valor
Contagem de fungos filamentosos e leveduras (log UfC g 3,997
Ocorréncia de Aspergillus spp (%) 94,92
Ocorréncia de Penicillium spp (%) 94,17
Teor de umidade (% b.u.) 14,3
Condutividade elétrica (uS em™ gt 17,082
Germinacéo (%) 72,93

4.2. Tempo de saturacédo do gas o0zonio

A equacdo que descreve a concentracao residual do ozénio em funcédo do periodo
de exposicdo ao gas, durante o processo de saturacdo da massa de grdos de arroz na
concentracdo de 10,13 mg'Lde acordo com a anélise de regressdo, com seu respectivo
coeficiente de determinacéo, encontra-se na Tabela 3 e a Figura 6 apresenta a estimativa do
referido comportamento.

Tabela 3. Equacéo de regresséo e seu respectivo coeficiente de determirfacaare
a concentracdo residual de ozénio (MY Hurante o processo de satura

dos gréos de arroz.

Concentracéo de

. L Equacéo ajustada Intervalo R2
ozo6nio(mg L™)
$=03713 + 0,332 X; 0<X;<13,97 0,94
10,13
¥ =5,0075 13,97 <X; <50,00

Xi = periodo de ozonizagdo (min) e ¥ = concentragdo residual de 0zonio (mg L'l).
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Figura 6. Concentracéo residual do gas ozoénio (MY kem funcdo do periodo ¢
ozonizagdo (min) durante o processo de saturacdo dos graos de al

concentracéo de 10,13 mg.L

Para a massa de graos de arroz ozonizada, foi calculado um tempo de saturacéo de
13,97 min, a partir do qual os valores de concentracdo residual do gas ozobnio se
mantiveram constantes. A concentracdo de saturacdo foi de 5,0075 mg due
corresponde a cerca de 49,44 % da concentracao inicial adotada.

Utilizando procedimentos semelhantes, Silva (2011) ao ozonizar trigo, nas
concentracdes de 0,54; 1,07; 1,61 e 2,14 thaab fluxo de 2,0 L min, obteve tempos de
saturacdo de 100, 90, 75 e 36 h e concentracbes de saturacdo de 0,23; 0,45; 0,73 e
0,91 mg L', respectivamente. Valores estes que equivalem a 43, 42, 45 e 43 % da
concentracao inicial do gas injetada nha massa de graos.

Do mesmo modo, Brito Junior (2013), ao ozonizar graos de milho, na concentracédo
de 2,14 mg [* e ao fluxo de 5,8 L mir}, obteve um tempo de saturacéo de 138,56 rin.
concentracdo de saturacdo foi de 0,9874 iy & que corresponde a 46,1 % da

concentracao inicial injetada.
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4.3. Eficacia do efeito fungicida do ozénio

4.3.1. Quantificacdo de fungos filamentosos e leveduras

Os valores médios da quantificacdo de fungos filamentosos e leveduras dos graos
de arroz apos o tratamento com 0z6nio nos periodos de exposicao de 12, 24, 36, 48 e 60 h
sdo apresentados na Tabela 4. Houve reducao significativa (p<0,01) na contagem de
fungos filamentosos e leveduras (FFL), com o aumento do periodo de exposi¢cdo ao gas
ozbnio. Foram constatadas reducbes equivalentes a 0,5326; 1,4578; 1,5758; 2,1729 e
3,8127 ciclos log, em relacdo ao controle, quando os grdos de arroz foram subaaeetidos
processo de ozonizacdo, nos periodos de 12, 24, 36, 48 e 60 h, respectivamente. A analise
de regresséo dos dados permitiu 0 ajuste da equacgéo para contagem de fungos filamentosos
e leveduras dos graos expostos ao 0zénio, em fungéo do periodo de exposicao (Tabela 5).

Tabela 4. Valores médios referentes & contagem (log UEde fungos filamentosos

leveduras nos graos de arroz submetidos ao ar atmosférico e ao gas oz

Periodo de Tratamento
exposicao (h) Controle Ozobnio
12 3,8245a 3,2919b
24 3,8148a 2,3570b
36 3,8096a 2,2339%
48 3,8163a 1,6433b
60 3,8127a 0,00 b

Médias seguidas de uma mesma letra na linha ndo diferem entre si, ao nivel derb%abididade, pelo
teste de “t”.

Tabela 5. Equacdo de regressédo ajustada, para a contagem de fungos filamer

leveduras (log UFCH em funcéo do periodo de exposicéo ao ozonio (h)

Variavel Equacéo ajustada Intervalo
FEL §=4,2268 - 0,078 % 12<X; < 37,66
y=1,2924 37,66 < X; < 60,00

X; = periodo de exposicio (h) e § = contagem de fungos filamentosos e leveduras (log UFC g™).
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A Figura 7 apresenta a estimativa da contagem de fungos filamentosos e leveduras.
Verifica-se que com o aumento do periodo de exposi¢cdo ao 0z6nio, ocorreu a diminuicdo
da contagem de fungos filamentosos e leveduras, e a partir de 37,66 h a contagem se

manteve constante.

3,3 -

2,7 A

2,4

Log UFC ¢*

2,1 A
1,8 -

1,5 A

O T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 60

Periodo de exposicéo (h)

Figura 7. Estimativa da contagem de fungos filamentosos e leveduras (log UF

nos graos de arroz expostos ao 0z6énio em funcdo do periodo de ex|

(h).

E possivel observar a diferenca ocasionada pela ozonizagéo 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 periodo de exposi¢cao
(Figura8).
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36h 48 h 60 h

Figura 8. Placas de Petri, contendo fungos filamentosos e leveduras em meio de
BDA, provenientes de gréos de arroz submetidos ao ar atmosférico (A

gas ozbnio (B), em diferentes periodos de exposicao.

Uma reducédo de 2 e 3 ciclos log foi verificada em grédos de amendoim ozonizados
nas concentracbes de 13 e 21 iy lespectivamente, pelo periodo de exposicdo de 96 h
por ALencar et al. (2012). Da mesma forma, Brito Junior (2013) obteve uma reducao de 2
ciclos log na contagem de fungos filamentosos e leveduras, quando ozonizou graos de
milho, com uma concentracdo de oz6nio de 2,14 mgpor um periodo de 50 h. No
entanto, a concentracdo de 0,54 mgpor um periodo de 100 h, n&o foi eficiente para
promover reducdao significativa na contagem de fungos filamentosos e leveduras em graos
de trigo (SILVA, 2011).

Os resultados apresentados no presente trabalho corroboram os resultados
encontrados por Alencar et al. (2012) e Brito Junior (2013), pois também ocorreu reducdo
de, aproximadamente, 3 ciclos log na contagem de fungos filamentosos e leveduras.

A exposicdo ao ozdnio de produtos horticolas como pimenta preta, cenoura, alface
e morango resultou em reducgdes 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 gas 0zOnio na concentragéo de 50pmigdo
min, reduziu significativamente em 1,3 ciclos log a contagem de fungos e leveduras em
relacdo ao controle (PONCE et al., 2010). Oliver et al. (2012), também observou reducdo
de 1,0 ciclo log no Niumero Mais Provavel (NMP) de E. coli quando ozonizou morangos

na concentracdo de 4,0 mg por 20 min.
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E importante ressaltar que cada grupo de microrganismo apresenta sensibilidade
especifica ao ozonio, as bactérias sdo mais sensiveis que os fungos filamentosos e
leveduras, e as células vegetativas mais sensiveis que os esporos (PASCUAL et al., 2007).

Outro ponto que se deve levar em consideracdo € que existe correlacdo positiva
entre a umidade relativa (UR) do ambiente e a toxicidade ao 0zonio, ou seja, quanto maior
a umidade relativa, maior a toxicidade do gas ozo6nio (OZKAN et al., 2011). Esses autores
observaram maior efeito sanitizante do ozénio em ambiente com 95% de UR, ou seja,
ambientes com umidade relativa baixa necessitam de maiores concentracées de ozénio
para o mesmo efeito sanitizante que ambientes com umidade relativa mais elevada.

A utilizacdo da solugcdo saturada de Cloreto de Sdodio (NaCl, 75% de UR) no

presente trabalho pode ter aumentado o efeito fungicida do ozénio nos gréos de arroz.

4.3.2. Indice de ocorréncia dos géneros Penicilliura Aspergillus

Os valores médios do indice de ocorréncia de Penicilliure 8ppergillus spp dos
gréos de arroz apGs o processo de ozonizacdo em diferentes periodos de exposicdo, sao
apresentados na Tabela 6. Observou-se reducgédo significativa (p<0,01 e p<0,05,
respectivamenjano percentual de graos contaminados por Penicillium spp e no percentual
de grados contaminados por Aspergillus spp, com o aumento do periodo de exposicao.
andlise de regressao dos dados permitiu o ajuste da equacao para o indice de ocorréncia de
Penicillium spp e de Aspergillus spp dos graos expostos ao 0zdnio, em fungédo do periodo

de exposicao (Tabela 7).

Tabela 6. Valores médios referentes ao indice de ocorréncia de Penicillium

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

ozonio.
Periodo de Penicillium spp* (%) Aspergillus spp** (%)
exposicao (h) Controle Ozobnio Controle Ozobnio
12 93,42a 63,58b 93,67a 90,92b
24 92,33a 26,42b 92,08a 74,42b
36 90,92a 7,17 b 92,92a 45,50b
48 89,92a 0,00 b 92,17a 17,92b
60 89,42a 0,00 b 92,42a 0,00 b

Médias seguidas de uma mesma letra na linha, para cada variavel, ndo eifegecsi, ao nivel de *1%
**5% de probabilidade, pelo teste de “t”.
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Tabela 7. Equacdo de regressdo ajustada, para o indice de ocorréncia de Per

spp e Aspergillus spp (%), em funcdo do periodo de exposi¢cdo ao 0zoni

Variavel Equacéao ajustada Intervalo R?
Penicillium
¥ =2,3889 31,76 < Xi < 60,00
_ y=119,1667 - 2,051 X 12<X;<58,09 0,9854
Aspergillus
y=10,00 58,09 < X; < 60,00

X; = periodo de exposi¢do (h) e § = indice de ocorréncia de Penicillium sppe Aspergillus spp (%).

As Figuras 9 e 10 apresentam a estimativa do indice de ocorréncia de Penicillium
spp e Aspergillus spp. Verifica-se que com o0 aumento do periodo de exposi¢cdo ao 0zdnio,
ocorreu a diminuicdo no percentual de grédos contaminados por Penicilllum spp e
Aspergillus spp. A partir de 31,76 e 58,09 h, respectivamente, o indice de ocorréncia

desses géneros se manteve constante.
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Figura 9. Estimativa do indice de ocorréncia de Penicillium spp (%) nos graos de

expostos ao 0zonio em funcdo do periodo de exposigéo (h).
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Figura 10. Estimativa do indice de ocorréncia de Aspergillus spp (%) nos graos de

expostos ao 0zoénio em funcdo do periodo de exposicéo (h).

Na Figura 11, é possivel observar a diferenca ocasionada pela ozonizac¢édo no indice

de ocorréncia de Penicillium spp e de Aspergillus spp em diferentes periodos de exposicao.
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Figura 11. Gerbox, contendo graos de arroz submetidos ao ar atmosférico (A) e

ozobnio (B), em diferentes periodos de exposicao.

Comparando-se os indices médios de ocorréncia de Penicillium spp e Aspergillus
spp, observa-se reducdo no crescimento de ambos. Os resultados sugerem que Aspergillus

spp foi mais tolerante ao efeito fungicida do gas ozonio do que Penicillium spp.
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Vale ressaltar que o gas ozonio, 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 superficie dos gréos.

Observando os grdos de arroz com o auxilio de um microscépio estereoscopio
Leica S6D, conectado a um sistema de captura de imagem, é possivel observar o efeito
fungicida do processo de ozorgda a medida que se aumentou o periodo de exposicao
(Figura 2).

12h 24h 36h 48 h 60 h

Figura 12. Gréos de arroz observados com o auxilio de um microscopio estereo:
submetidos ao ar atmosférico (A) e ao gas ozénio (B), em diferentes pe

de exposicéo.

Observase (Figura 12) que nos grdos de arroz ozonizados nos periodos de
exposicdo de 12, 24, 36 e 48 h, nem todos os esporos fungicos deixaram de germinar,
porém produziram coldnias de tamanho bastante reduzido, esparsas e com baixo vigor.
Vijayanandraj et al. (2006), estudando o efeito do ozénio sobre Aspergillus niger,
perceberam alteracbes na morfologia do fungo. Os conidios tratados com o0zonio, a
concentracéo de 4,8 mg Lpor 5, 10 e 15 min, produziram col6nias ndo-esporulantes.

A inibicdo do desenvolvimento de microrganismos pelo ozénio € um processo
bastante complexo. O o0z6nio age sobre diversos constituintes da parede e da membrana
celular, bem como em componentes do conteddo da célula, enzimas e acidos nucléicos

(GREENE et al., 2012). Desta forma, os microrganismos sdo inativados devido a lise do

26



envoltorio celular, levando ao escoamento do conteldo citoplasmatico, em decorréncia da
acdo do ozdnio molecular ou dos radicais livres gerados durante a decomposicdo do
mesmo (PASCUAL et al., 2007; CULLEN et al., 2010

Reducgbes significativas da infec¢do fungica em graos de trigo, aveia e ervilha
devido a exposicdo ao gas ozénio foram observadas por Cicetats€2007). Dentre os
fungos avaliados por esses autores, destacam-se os dos géneros Aspergillus, Penicillium,
Alternariae Fusarium.

Resultados semelhantes foram observados por Aleheir(2012) na ozonizacao
de amendoim. Estes autores relataram que o percentual de grdos de amendoim infectados
por A flavus e A parasiticus reduziu significativamente quando os mesmos foram
ozonizados nas concentracées de 13 e 21 mgdr um periodo de 96 h.

Realizando testes in vitro, Silva e Venancio (2008) avaliaram a sensibilidade de A
flavus e A parasiticus ao 0z6nio e obtiveram taxas de inativagcdo que variaram eantre 98
100%, para as concentracdes de 10 e 20 thgOs autores conclam que o ozdnio é

eficaz no controle de conidios das estirpes testadas.

4.4. Efeito do ozbnio na qualidade dos gréos de arroz

4.4.1Teor de agua

Os valores médios do teor de agua (% b.u.) dos gréos de arroz apos o tratamento
com ozoénio e ar atmosférico, em diferentes periodos de exposicdo, sdo apresentados na
Tabela 8. O teor de agua apresentou variacao significativa (p<0,01) entre os tratamentos,
nos periodos de exposicdo de 12, 24, 36, 48 e 60 h. O valor médio estimado do teor de
agua dos graos reduziu 1,0% quando o periodo de exposicdo foi de 60 h. A andlise de
regressao dos dados permitiu o ajuste da equacgao para teor de agua dos graosi@xpostos
o0z6bnio, em funcao do periodo de exposicéo (Tabela 9).

A Figura 13 apresenta a estimativa do teor de agua dos grédos de arroz expostos ao
ozobnio. Verifica-se que com o aumento do periodo de exposi¢cdo, houve diminuicdo no teor

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

submetidos ao ar atmosférico e ao gas ozoénio.

Periodo de Tratamento
exposicao (h) Controle Ozobnio
12 14,0a 13,9b
24 14,0a 13,6b
36 13,8a 13,4b
48 13,6a 13,1b
60 13,5a 12,9b

Médias seguidas de uma mesma letra na linha ndo diferem entre si, ao nivel derb¥%abiddade, pelo
teste de “t”.

Tabela 9. Equacéo de regresséo ajustada e seu respectivo coeficiente de deter

(R, para o teor de agua (%), em funcéo do periodo de exposicéo ao

(h).
Variavel Equacéao ajustada Intervalo R2
UMID y=14,1829 - 0,023 X 12<X;<55,33 0,9932
9y =12,9226 55,33 < X; < 60,00

Xi = periodo de exposicdo (h) e § = teor de agua (%).
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Figura 13. Estimativa do teor de agua (%) dos grédos de arroz expostos ao 0z0
funcéo do periodo de exposicéao (h).
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Resultados analogos ao presente trabalho, foram observados por Wang et al
(2010), que detectaram reducédo no teor de agua do milho ozonizado (12,86%) em relacéao
ao milho controle (15,56%), ap6s exposicéo ao 0z6nio na concentracdo de 48 am L
fluxo continuo de 0,4 L mih por um periodo de 12 h. Alencar et al. (2012), também
obteve resultados parecidos na ozonizagdo de grdos de amendoim. Estes autores
constataram decréscimo significativo do teor de agua dos graos, o valor médio do teor de
agua reduziu de 7,6% para 4,4%, quando o periodo de exposicao foi de 96 h.

A reducdo do teor de agua dos graos com o aumento do periodo de exposicao,
independentemente da exposi¢cdo ao ar atmosférico ou ao gas ozénio, pode ser explicada
pelo equilibrio higroscépico entre os gréos de arroz e o meio (ar atmosférico ou 0zénio). O
teor de 4gua de equilibrio € alcancado quando a pressdo parcial de vapor de agua no
produto se iguala & do ar que o envolve (CORREA et al., 2005). Com o objetivo de reduzir
essa perda de agua, no presente trabalho, foi utilizada uma solucéo saturada de Cloreto de
Sadio (NaCl, 75% de UR).

4.4.2. Condutividade Elétrica

Os valores médios da condutividade elétrica (S g da solucdo que continha
0s graos de arroz apos o tratamento com o0zonio e ar atmosférico, em diferentes periodos de
exposicao, sdo apresentados na Tabela 10. A condutividade elétrica apresentou variacdo
significativa (p<0,01) entre os tratamentos e periodos de exposicdo (12, 24, 36, 48 e 60 h)
A andlise de regressdo dos dados permitiu 0 ajuste da equacdo para a condutividade
elétrica da solucdo que continha os grdos de arroz expostos ao ozénio, em funcédo do
periodo de exposicao (Tabela 11).

A avaliacdo da condutividade elétrica constitui um dos procedimentos analiticos
com o propoésito de se analisar o vigor e a condicao fisioldgica dos graos. Os resultados
expressam a quantidade de ions lixiviados do interior dos gréos para 0 meio externo,
retratando o seu grau de deterioragao (VIEIRA e CARVALHO, 1994).

A Figura 14 apresenta a estimativa da condutividade elétrica da solugdo que
continha os gréos de arroz expostos ao ozonio. Verifica-se que com 0 aumento do periodo
de exposi¢do, houve aumento na condutividade elétrica e a partir de 56,31 h, a

condutividade elétrica da solugcdo que continha os gréos de arroz se manteve constante.
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Tabela 10. Valores médios referentes & condutividade elétrica (S g da solucac

gue continha os graos de arroz submetidos ao ar atmosférico e ao gas

Periodo de Tratamento
exposicao (h) Controle Ozobnio
12 17,13a 40,57b
24 17,50a 46,28b
36 18,24a 53,90b
48 19,05a 62,80b
60 19,83a 71,53b

Médias seguidas de uma mesma letra na linha ndo diferem entre si, ao nivel derb¥%abiddade, pelo

teste de “t”.
Tabela 11. Equacéo de regressdo ajustada e seu respectivo coeficiente de deter
(R?, para a condutividade elétrica (1S tmji*), em funcéo do periodo ¢

exposicao ao ozonio (h).

Variavel Equacéo ajustada Intervalo R2
9 =32,3431 + 0,618 X; 12<X;<56,31 0,9906
COND
¥ =67,1644 56,31 < X; <60,00

Xi = periodo de exposicdo (h) e ¥ = condutividade elétrica (US cmt g?).
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Figura 14. Estimativa da condutividade elétrica (uStgl) da solucéo que continha

gréos de arroz ozonizados, em funcdo do periodo de exposigéo (h).
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Resultados semelhantes foram obtidos por Rozado et al. (2008) que observaram
aumento significativo da condutividade elétrica da solucdo que continha os graos de milho
expostos ao gas ozoénio, por 268iva (2011), também observou aumento dos valores de
condutividade elétrica em gréos de trigo ozonizados, na concentragéo de 2,14nog L
periodos de exposicdo de 20, 40 e 60 h.

Resultados contrarios foram obtidos Boito Junior (2013) pois observou néo ter
ocorrido variacéo significativa nos valores de condutividade elétrica na solucdo contendo
os graos de milho, entre os tratamentos com o gas 0z6nio e o ar atmosférico, nos diferentes
periodos de exposicao.

Levando-se em consideracdo que a elevagdo do valor da condutividade elétrica
indica que ocorreu a liberacdo de ions para a solucdo aquosa pela lixiviacdo de eletrdlitos
dos tecidos dos graos (VIEIRA e CARVALHO, 1994) e que tal fato esta relacionado a
deterioracdo dos mesmos, pode-se inferir que os graos de arroz ozonizados poderéo

apresentar uma pequena reducao no vigor.

4.4.3. Germinacgao

Os valores médios da germinacdo (%) dos gréos de arroz apdés o tratamento com
ozbnio e ar atmosférico, em diferentes periodos de exposicéo, sdo apresentados na Tabela
12. A germinacdo dos gréos de arroz apresentou variacao significativa (p<0,01) entre os
tratamentos com o ar atmosférico e com o gas ozbnio, com excecdo dos periodos de
exposicdo de 12 e 24 h, respectivamente. A andlise de regressdo dos dados permitiu o
ajuste da porcentagem de germinacao dos graos expostos ao 0zonio, em funcdo do periodo
de exposicao (Tabela 13)

A Figura 15 apresenta estimativa da germinacéo dos gréos de arroz expostos ao
oz6nio. Verifica-se que com o aumento do periodo de exposi¢cdo, houve diminai¢do n
germinacdo dos graos de arroz e a partir de 52,26 h, o percentual de germinacdo dos graos

de arroz se manteve constante.
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Tabela 12. Valores médios da germinacdo (%) dos grédos de arroz submetidos

atmosférico e ao gas ozonio.

Periodo de Tratamento
exposicao (h) Controle Ozobnio
12 64,84a 62,85a
24 64,32a 60,50a
36 63,54a 52,69b
48 63,45a 50,87b
60 62,93a 48,61b

Médias seguidas de uma mesma letra na linha ndo diferem entre si, ao nivel derb¥%abiddade, pelo
teste de “t”.

Tabela 13. Equacéo de regressdo ajustada e seu respectivo coeficiente de deter

(R, para a germinacdo (%), em funcéo do periodo de exposicdo ao

(h).
Variavel Equacéao ajustada Intervalo R?
¥ =67,6649 - 0,365 X 12<X;< 52,26 0,9352
GERM
¥v=48,6111 52,26 < X;<60,00

Xi = periodo de exposicédo (h) e § = germinacdo (%).
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Figura 15. Estimativa da germinagao (%) dos graos de arroz ozonizados, em fun

periodo de exposicao (h).
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Os menores valores de germinagao provavelmente foram ocasionados pela alta
concentracdo de ozoénio utilizada e também pelo aumento do periodo de exposicao. SILVA
(2011), também observou diminuicdo na germinacdo de grdos de trigo ozonizados, na
concentracéo de 2,14 md e periodos de exposicédo de 20, 40 e 60 h.

Resultados semelhantes foram obtidos por Rozado et al. (2008) para gréos de milho
ozonizados na concentracdo de 50 ppm (equivalente a 0,11%ngot 264 h. Esses
autores relataram que o percentual de germinacdo apresentou valores menores e que a
condutividade elétrica aumentou significativamente quando comparados aos graos tratados
apenas com ar atmosférico.

O comportamento da condutividade elétrica dos grdos de arroz ozonizados
presente trabalho correlaciosa- negativamente (-0,9566) com os resultados de
germinacdo, ou seja, quando a condutividade elétrica aumenta, a germinacao diminui.
Graos com maiores valores de condutividade elétrica apresentam maiores taxas de
degradacéo da membrana celular e, consequentemente, menor percentual de germinagao
(VIEIRA e KRZYZANOWSKI, 1999).

Santos (2008) observou gque ndo houve efeito significativo da ozonizagcédo sobre as
caracteristicas fisiologicas dos grdos de milho, tais como teor de agua, condutividade
elétrica e germinacdo, em relagdo ao controle. Resultados estes que confirmam os
encontrados por Pereira (2006), quando verificou que o tratamento com o gas ozénio na
concentracdo de 50 ppm, em comparagcdo com o tratamento com ar atmosférico, ndo afetou
as caracteristicas fisiolégicas dos grédos de milho. Resultados semelhantes ja haviam sido
apresentados por Mendez et al. (2003), quando os autores ndo observaram qualquer efeito
negativo da ozonizagcdo sobre a qualidade e caracteristicas nutricionais dos graos de trigo,
de milho e de arroz submetidos a um tratamento com 50 ppm de 0z6nio por um periodo de
30 dias.
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5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos neste trabalho e os objetivos propostos
conclui-se que:

= A concentracdo e o tempo de saturacdo do gas o0zonio nos graos de arroz foi de
5,0075 mg [* e 13,97 min, respectivamente.

= A ozonizacdo dos gréos de arroz, na concentracdo de 10,13 g €0 h de
exposicdo ao ozobnio, reduziu em 3,8127 ciclos log a contagem de fungos
filamentosos e leveduras e em, aproximadamento, 100% o indice de ocorréncia de
Aspergillus spp e Penicillium spp.

= O valor médio do teor de 4gua dos gréos de arroz ozonizados reduziu 1,0% e a
partir de 55,33 h de exposicéo, a perda de agua cessou.

= A condutividade elétrica da solucdo que continha os grédos de arroz ozonizados
aumentou e a germinacao reduziu, e a partir de 56,31 e 52,26 h de exposicao,

respectivamente, se mantiveram constantes.

Os resultados demonstrados neste estudo confirmam o efeito fungicida do gés
0zbnio em gréos de arroz e podem contribuir para o desenvolvimento de novas pesquisas,
gue poderdo apontar a concentracao e o periodo de exposicéo ideais, de tal modo a impedir

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