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RESUMO GERAL

Este estudo teve por objetivo avaliar a eficacia do gas 0zénio em meio aquoso na
inativacdo de células de Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium em
diferentes valores de pH inicial da agua, tempos de contato e tempos de
armazenamento da agua ozonizada refrigerada a 7 °C. Foram realizados dois
experimentos. No primeiro experimento utilizou-se agua da rede de abastecimento,
com pH’s ajustados para 4,0, 7,0 € 8,2 e armazenada a 7 °C. Para a obtencao da agua
ozonizada, adotou-se concentracdo de entrada do gas de 21 mg L e uma vazéao de
1,0 L min?t, por 15 min. A suspensdo de Listeria monocytogenes foi de
aproximadamente 3,0 x 106 UFC mL?. Foi utilizado Delineamento Inteiramente
Casualizado, com trés repeticdes. Adotou-se esquema fatorial 6 x 2 x 5. No segundo
experimento utilizou-se agua destilada, com pH’s ajustados para 6,0, 7,0 e 8,2 e uma
agua com pH sem ajuste com valor de 6,2 e armazenada a 7 °C. Para a obtencédo da
agua ozonizada, no segundo experimento, adotou-se concentracéo de entrada do gas
de 30 mg L e uma vazédo de 0,5 L min, por 15 min. A suspensdo de Salmonella
Typhimurium foi de aproximadamente 3,0 x 10* UFC mL*. Foi utilizado Delineamento
Inteiramente Casualizado, com trés repeticdes. Adotou-se esquema fatorial 8 x 2 x 5.
A cinética de decomposicao do ozonio foi avaliada nos dois experimentos. Nos dois
ensaios, 0s tempos de armazenamento da agua ozonizada foram de 0, 6, 12, 18 € 24
h. A eficacia da agua ozonizada na inativacao dos microrganismos foi testada em cada
um destes tempos. Quando era necessario elevar o pH da &gua foi utilizado
bicarbonato de sédio e para reduzir o valor do pH inicial utilizou-se acido citrico. Todas
as aguas eram esterilizadas a 121 °C por 15 min antes da ozonizacéo. Os tempos de
contato das células bacterianas com a dgua ozonizada, nos dois experimentos, foram
de 3 e 6 min. No primeiro experimento observou-se uma redugcdo acentuada na
concentragdo de 0z6nio na dgua com pH 4,0, com meia vida do 0zénio de 13,20 min.
No segundo experimento, ndo foi observado o mesmo comportamento, pois a agua
com pH inicial de 6,0, apresentou um tempo de meia vida do ozénio de 7,50 h (450
min) quando se utilizou o modelo cinético de primeira ordem. No que se refere aos
pH’s no primeiro experimento, verificou-se a elevacgéo para 7,5 imediatamente depois
da ozonizagdo da 4gua com o pH inicial 7,0, mas este valor reduziu durante o

armazenamento por 24 h, a 7 °C. No segundo experimento também se observou essa
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elevacao no valor de pH da agua para 7,6 e 6,7, logo ap0s a ozonizacao, nas aguas
com pH’s iniciais de 7,0 e 6,2, respectivamente, com redugao para o valor inicial apos
armazenamento por 24 h, a 7 °C. Nos dois experimentos conclui-se que o pH inicial
da agua afeta a eficicia da agua ozonizada no controle de Listeria monocytogenes e
Salmonella Typhimurium. Além disso, pode-se afirmar que é viavel a utilizacdo de
agua ozonizada armazenada a 7 °C, por até 24 h, para a inativacdo de células de
Listeria monocytogenes e Salmonella Typhimurium, quando adotados pH’s iniciais de

7,0 e 8,2, utilizando-se agua da rede de abastecimento ou agua destilada.

Palavras-chave: Ozonizagao; Listeria monocytogenes; Salmonella Typhimurium;

Inativacdo Bacteriana; Efeito do pH; Concentracao de ozonio.
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ABSTRACT

This study aimed to evaluate the effectiveness of ozone gas in aqueous medium for
the inactivation of Listeria monocytogenes and Salmonella Typhimurium cells at
different values of initial pH of water, contact times and storage times of ozonated water
refrigerated at 7 °C. Two experiments were carried out; In the first experiment, water
from the supply system was used, with pH's adjusted to 4.0, 7.0 and 8.2 and stored at
7 °C. To obtain the ozonated water, a gas inlet concentration of 21 mg Lt and a flow

-1

rate of 1.0 L min - was adopted for 15 minutes. The suspension of Listeria
monocytogenes had approximately 3.0 x 106 CFU mL2. A completely randomized
design was used, with three replications. A 6 x 2 x 5 factorial scheme was adopted. In
the second experiment, distilled waters with pH’s adjusted to 6.0, 7.0 and 8.2 and a
water with unchanged pH of 6.2 and stored at 7 °C were used. In order to obtain the
ozonated water, in the second experiment, a gas inlet concentration of 30 mg L and
flow rate of 0.5 L min ** was adopted for 15 minutes. The suspension of Salmonella
Typhimurium had approximately 3.0 x 10* CFU mL1. A completely randomized design
was used, with three replications. An 8 x 2 x 5 factorial scheme was adopted. The
kinetics of ozone decomposition was evaluated in both experiments. In both trials, the
storage times of ozonated water were 0, 6, 12, 18 and 24 h. The inactivation
effectiveness of ozonized water was tested at each of these spaces of time. When it
was necessary to raise the initial pH of the water, sodium bicarbonate was used. To
reduce the initial pH value, citric acid was used. All waters were sterilized at 121°C for
15 min before ozonation. The contact times of bacterial cells with ozonated water in
both experiments were 3 and 6 min. In the first experiment, a marked reduction in
ozone concentration was observed in the pH 4.0 water, with ozone half-life of 13.20
min. In the second experiment, the same behavior was not observed, as water with an
initial pH of 6.0 had an ozone half-life of 7.50 h (450 min) when using the first-order
kinetic model. Regarding the pH value in the first experiment, the increase to 7.5 was
highlighted immediately after the ozonation of the water with the initial pH 7.0, but this
value reduced during storage for 24 hours at 7 °C. In the second experiment, this
increase in the pH value of the water to 7.6 and 6.7 was also observed, soon after
ozonation, in waters with initial pH's of 7.0 and 6.2, respectively, observing a reduction

to the initial value after storage for 24 hours at 7 °C. In both experiments, it was
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concluded that the initial pH of the water affects the effectiveness of ozonated water
regarding the control of Listeria monocytogenes and Salmonella Typhimurium. In
addition, it can be stated that it is feasible to use ozonated water stored at 7 °C for up
to 24 hours for the inactivation of Listeria monocytogenes and Salmonella
Typhimurium cells, when initial pH's of 7.0 and 8.2 are adopted, using water from the

supply system or distilled water.

Keywords: ozonation; Listeria monocytogenes; Salmonella Typhimurium; Bacterial

Inactivation; pH effects; ozone concentration.
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1 INTRODUCAO

Diversas doencas podem ser transmitidas por agua e alimentos contaminados,
sendo 0s principais agentes as bactérias, os fungos, os virus, os protozoarios e os
helmintos. A producgéo de alimentos em larga escala, a falta de um bom controle nas
lavouras e, principalmente, na manipulagdo e processamento contribuem para o
surgimento de um grande numero de surtos de doencas de origem alimentar
(MACHADO e COSTA, 2017).

Segundo Ministério da Saude (MS), no periodo compreendido entre janeiro de
2016 a dezembro de 2019, foram notificados no Brasil 2.504 surtos de doencas de
transmissao hidrica e alimentar. Do total de surtos, 14,3% nado apresentaram dados
referentes ao numero de individuos acometidos, 65,3% acometeram entre 2 e 10
individuos e 25,1% entre 11 e 50 individuos. No periodo analisado (2016-2019), houve
média de 626 surtos relatados por ano (média de 9.312 individuos acometidos) e um
total de 37.247 doentes no periodo, com 21,6% tiveram 0s agentes etioldgicos
identificados, sendo os mais prevalentes Escherichia coli, Salmonela spp. e
Staphylococcus aureus (BRASIL, 2020).

Entre 2000 e 2015, Ferreira (2017) realizou levantamento das DTA’s no Brasil
e constatou que, neste periodo, foram registrados 11.524 surtos, o que culminou em
219.909 individuos afetados e 167 ébitos. Na maioria dos surtos (57,8%) ndo houve a
identificacdo do agente etioldégico. No entanto, quando o agente etioldgico foi
identificado, a Salmonella spp. foi o agente mais frequente (14,4%), sendo que 36,6%
dos surtos ocorreram em residéncias. Shinohara et al. (2008) relataram que o perfil
das DTA’s se alterou com a globalizacdo, as mudancas de habitos alimentares e o
aumento do consumo de industrializados. No Brasil, as doencas infecciosas,
parasitarias e do aparelho digestorio correspondem a 9,2% do total dos casos de
mortalidade.

Frutas e hortalicas s&o importantes para a manutencdo de uma boa
alimentacado e saude, entretanto, algumas espécies séo altamente pereciveis, o que
demanda cuidados especiais nas varias etapas da cadeia produtiva, dentre estes
cuidados inclui-se prevenir a contaminagdo e sanitizagdo para eliminar a

contaminacao ja existente (OLIVEIRA et al., 2013).



Segundo a Instrucdo Normativa n° 16 (DIVISA/DF, 2017), desinfeccdo é a
operacdo que busca a reducdo parcial do nimero de microrganismos por métodos
fisico e ou quimico, tanto de microrganismos patdégenos quanto os deteriorantes dos
alimentos. Para minimizar a contaminacdo dos alimentos, deve-se realizar a
sanitizacdo, operacéo onde se faz uso de algum agente sanitizante capaz de reduzir
a contaminacao microbiana em niveis seguros para o consumo humano. Esta reducéo
da contaminacao também contribui para aumentar a vida de prateleira dos alimentos.

No Brasil, os compostos clorados estdo entre os sanitizantes mais utilizados,
porém, tem se tornado cada vez menos atrativo, pois alguns patégenos apresentam
resisténcia a estes compostos além da formacdo de subprodutos da cloracéo
toxicamente potencial ao ser humano como a formacdo de compostos
organoclorados, trihalometanos (THMs) e acido haloacéticos, que sdo mutagénicos,
toxicos e carcinogénicos (SILVA et al., 2011; BERMUDEZ-AGUIRRE e BARBOSA-
CANOVAS, 2013; COELHO et al., 2015)

Luo et al. (2020) afirmaram que o mecanismo de resisténcia das bactérias ao
cloro ainda ndo foi completamente elucidado e relataram existir dois possiveis
mecanismos. O primeiro mecanismo seria a acdo do préprio cloro dentro da célula
bacteriana, que gera um aumento na expressao de muitos genes, incluindo o reparo
de DNA, bomba de efluxo, secrecdo de enzimas antioxidantes, regulacdo das
proteinas da membrana celular e o préprio reparo da parede celular. O outro
mecanismo seria a maior secrecdo de polimeros extracelulares, que variam nao sé
em quantidade, mas também em composicdo e peso molecular gerando maior
resisténcia ao cloro por algumas espécies bacterianas.

O ozbnio surge como opcédo de agente sanitizante que nao gera residuos, tem
alta reatividade e penetrabilidade e se decompde em produtos nao téxicos como
oxigénio (O2). Apresenta alta eficacia mesmo em baixas concentragdes e com pouco
tempo de contato. Em 1982 foi reconhecido pela Food and Drug Administration (FDA)
como substancia segura “General Recognized as Safe” (GRAS). Pode ser utilizado
também para a eliminacdo de micotoxinas e residuos de defensivos em alimentos e
na agua de lavagem de equipamentos de pulverizacdo (SILVA et al., 2011; NATH et
al., 2014; COELHO et al., 2015).

Como alternativa aos métodos convencionais de cloracdo da &agua nas

estacdes de tratamento, a ozonizagdo comecou a ser utilizada no Brasil na década de



80 (SILVA et al., 2011). Desde a sua aprovacdo pelo FDA, o ozonio vem sendo
pesquisado e utilizado com alternativa as substancias tradicionalmente utilizadas no
controle de contaminantes em alimentos, tais como compostos clorados e amoénia
guaternaria (KIM; YOUSEF e DAVE, 1999).

No processo produtivo de alimentos, os agentes envolvidos tém grande
responsabilidade, j& que os alimentos sdo suscetiveis a diversos tipos de
contaminacdes, tais como fisicas, quimicas e biolégicas. Destaca-se, nesse sentido,
0S microrganismos patogénicos capazes de ocasionar prejuizos a saude dos
consumidores. A adog&do de medidas preventivas e corretivas sdo relevantes, tais
Como a sanitizacao dos vegetais que visam assegurar a inocuidade do alimento, com
0 intuito de garantir a seguranca para 0 consumo, sem riscos para a populacdo
(MOUTA et al., 2014).

Apesar de serem encontrados na literatura diversos estudos em foram
avaliados a eficiéncia do 0zonio em meio aquoso sobre microrganismos, normalmente
as analises sdo realizadas imediatamente depois da ozonizacdo da agua. Nesse
sentido, o objetivo deste estudo foi avaliar a eficiéncia do 0z6nio em meio agquoso na
inativacdo de Salmonella Typhimurium e Listeria monocytogenes por meio da
inoculacdo de suspensdes destas espécies em agua ozonizada em diferentes valores
de pH, diferentes tempos de exposicdo e periodos de armazenamento da agua sob

refrigeracao.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Microrganismos patogénicos em alimentos

Apesar dos esforcos para prevenir as doencas de origem alimentar, estas sao
consideradas um sério problema de saude publica. Aproximadamente 250 agentes
podem provocar doencas de origem alimentar, sendo muitas destas provocadas pela
presenca de microrganismos patogénicos. Considera-se um surto de DTA quando
dois ou mais individuos apresentam sintomas similares apos a ingestéo de alimento
contaminado com microrganismos ou suas toxinas. No caso de patégenos com alta
viruléncia, tais como Clostridium botulinum e Escherichia coli O157:H7, apenas um
caso ja é considerado como surto (OLIVEIRA, et al., 2010; RITTER e TONDO, 2014)

Nos Estados Unidos, h& relatos de que o custo econdmico das doencas de
origem alimentar é superior a 50 bilhdes por ano. Alguns dos microrganismos
patogénicos encontrados em alimentos frescos e associados com surtos de doencgas
de origem alimentar séo: Escherichia coli, Salmonella spp., Shigella spp. e Listeria
monocytogenes (BERMUDEZ-AGUIRRE e BARBOSA-CANOVAS, 2013).

Em sua maioria, 0os surtos ocorrem apds a ingestdo de alimentos que néao
apresentam caracteristicas organolépticas alteradas visiveis. Esta caracteristica tem
relacdo com o fato de que a dose infectante de patdgenos alimentares necesséria
para provocar a doenca geralmente € menor do que a quantidade dos microrganismos
deteriorantes. Quando os alimentos jA apresentam caracteristicas organolépticas
alteradas a quantidade de microrganismos deteriorantes estdo na ordem de 108 UFC
g?, o que naturalmente ira inibir o consumo devido as perceptiveis alteracoes
provocadas pelas espécies deteriorantes (OLIVEIRA et al., 2010).

Em 2018, na EUROPA, o European Food Safety Authority (EFSA) e European
Centre for Disease Prevention and Control (ECDC) apresentaram os resultados de
zoonoses ocorridas em 2018 nos 36 paises do continente europeu. A primeira e a
segunda zoonoses comumente reportadas em humanos foi a campilobacteriose e
salmonelose, respectivamente (EFSA, 2018).

Lanni et al. (2022) relatam que 23 milhdes de casos de doencgas relacionadas
a alimentos ocorrem na Europa a cada ano com 4,7 mil mortes. Estas doencas tém
um impacto significante na sociedade devido aos altos gastos com tratamentos
hospitalares e as perdas de alimentos. Os dados epidemiolégicos da Autoridade
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Europeia para a Seguranga dos Alimentos (EFSA) confirmam que a tendéncia de
surtos de doencas transmitidas por alimentos esta aumentando constantemente na
Europa, tendéncia essa atribuida, em parte, a falhas nas boas préticas de fabricacéo
na industrias alimenticias que em conjunto com a analise de perigos sdo necessarios

para a seguranca dos alimentos.

2.2.1 Listeria monocytogenes

Listeria monocytogenes é uma bactéria Gram-positiva, anaerébica facultativas,
ndo formadora de esporos que se adapta facilmente as mudancas nas condicdes
ambientais. A capacidade de crescer em uma ampla faixa de temperaturas, pH e
salinidade determina a presenca do patdégeno na agua, esgoto, solo, vegetacdo em
decomposicdo e racdo animal. L. monocytogenes € o fator etiolégico da listeriose,
doenca especialmente perigosa para idosos, gestantes e recém-nascidos. A principal
fonte de L. monocytogenes para humanos sdo os alimentos, incluindo produtos
frescos e defumados. Sua alta prevaléncia em alimentos esta associada a adaptacdo
bacteriana ao ambiente de processamento de alimentos, formando estruturas
chamadas de biofilmes. Uma vez que o numero de casos de listeriose vem
aumentando progressivamente, uma erradicacao eficiente do patdégeno é crucial. A
compreensdao dos mecanismos de adaptacdo bacteriana ao estresse ambiental
contribuira significativamente para o desenvolvimento de novos métodos eficazes de
controle de L. monocytogenes na industria de alimentos (WIKTORCZYK-KAPISCHKE
et al., 2021).

E um microrganismo saprdfita e patdgeno do ser humano e animais. Esta
bactéria pode entrar no ambiente de processamento de alimentos com a matéria prima
contaminada, funcionarios e pragas que podem carregar esta bactéria colonizando o
ambiente de processamento de alimentos com posterior contaminacao,
especialmente de alimentos prontos para o consumo (GRAY et al., 2021)

Os alimentos de origem animal sdo os mais frequentemente contaminados com
L. monocytogenes, visto que € uma espécie que persiste nos ambientes de
processamento de alimentos e tem grande habilidade de formar biofilmes em
utensilios, pisos e equipamentos, o que culmina com a contaminacdo cruzada de

diversos alimentos. Este patdégeno, embora classificado como uma espécie mesdfila,



consegue crescer bem mesmo em temperaturas de refrigeracdo e permanece viavel
em varios produtos até o fim do prazo de validade (CAMARGO et al., 2017).

A listeriose, doenca ocasionada pela L. monocytogenes, tem uma incidéncia
menor do que outras doencas entéricas, mas gera quadros mais graves, tais como
abortos, septicemia, meningite e nos casos mais graves pode levar ao 6bito (SILVA
et al., 2016). A L. monocytogenes é considerada um patégeno oportunista e embora
possa afetar individuos saudaveis os mais atingidos sdo 0s recém-nascidos,
gestantes, idosos e imunocomprometidos. A listeriose tem mais propensdo a
hospitalizacfes e fatalidades e requer tratamento com antibioticoterapia. Esta espécie
pode acometer o ser humano e outros mamiferos. A eliminacéo de L. monocytogenes
dos ambientes de manipulacdo e processamento de alimentos é um desafio e exige
adequada limpeza e operacbes de sanitizacdo eficientes (SILVA et al.,, 2016;
CAMARGO et al., 2017; GRAY et al., 2021).

A L. monocytogenes difere da maioria das espécies bacterianas patogénicas,
pois consegue sobreviver em ambiente hostil tais como: ampla faixa de temperatura
de 1 — 45 °C, ampla faixa de pH de 4,5 a 9,6, concentracdo de sal entre 10 a 15% e
se multiplica em atividade de agua de até 0,94. Os sorotipos 1/2a, 1/2b e 4b da L.
monocytogenes sao responsaveis por levar a quadros graves de saude, como
meningite, septicemia, aborto e nascimento de natimorto com uma taxa de letalidade
de 20% a 30% podendo ser superior em individuos mais susceptiveis (VALLIM et al.,
2015).

No Laboratorio de Zoonoses do Instituto Oswaldo Cruz, isolados de Listeria
Spp., coletados em 12 estados brasileiros, foram analisados para a caracterizacao das
espécies e dos sorotipos. Dos 5953 isolados, 2248 (38,9%) eram de L.
monocytogenes, sendo que 99 isolados foram obtidos de amostras de alimentos de
origem vegetal. Como é dificil a eliminacdo completa desta espécie devido a
capacidade de se adaptar as condi¢des adversas e diante dos resultados, os autores
enfatizaram a importancia de melhorar as medidas de controle deste patdgeno por
meio da monitorizagao e reducgao dos riscos de contaminacao de alimentos (VALLIM
et al., 2015).



2.2.2 Salmonella Typhimurium

Salmonela spp. € um patdgeno de origem alimentar considerado um problema
de saude publica, sendo uma espécie disseminada globalmente e frequentemente
envolvida em surtos de toxiinfecgcbes. Na Unido Europeia, tornou-se a causa mais
frequentemente notificada de surtos de doencas relacionadas a alimentos, resultando
em um total de 95.548 casos confirmados de salmonelose humana em 2011.
Enquanto isso em 2013, varios recalls de alimentos e surtos foram investigados pela
FDA e pelo Centers for Disease Control and Prevention (CDC) (WANG et al., 2013).

A nomenclatura da Salmonella enterica evoluiu para uma convencédo de
nomenclatura baseada no reconhecimento de antigenos por anticorpos especificos.
Este esquema de sorotipagem levou a definicdo de mais de 2.500 sorovares.
Atualmente, a Salmonella é classificada em duas espécies: Salmonella bongori
(originalmente classificada como Salmonella enterica subespécie V), raramente
associada a infeccdo humana e Salmonella entérica que infecta e coloniza muitos
animais, incluindo humanos. A classificacédo de S. entérica, baseou-se na bioquimica,
para definir 6 subespécies: | - enterica, Il - salamae, llla - arizonae, lllb - diarizonae e
IV - hountenae. A maioria das infeccbes humanas relaciona-se com serovares
pertencentes a subespécie | (CHATTAWAY; LANGRIDGE e JOHN, 2021).

Salmonela Typhimurium € uma maneira simplificada e a forma mais utilizada
na literatura cientifica para se referir a espécie Salmonella enterica subsp. enterica
sorovar Typhimurium. Por ser um sorovar e ndo o nome da espécie, Typhimurium é
escrito com letra mailscula, mas ndo em italico (BRASIL, 2011).

O género Salmonella é distribuido em trés grupos: as espécies que infectam
somente o ser humano, como S. typhi e S. paratyphi; espécies adaptadas ao
hospedeiro (alguns podem ser patdgenos ao homem) como S. gallinarum, S. dublin,
S. abortus-equi, S. abortus-ovis e S. choleraesuis; e sorovares ndo adaptados (sem
preferéncia de hospedeiros) patogénicos aos humanos e animais, incluindo muitos
causadores de infec¢cbes alimentares (JAY, 2005). Elas representam 14,4% dos surtos
notificados de DTA’s no Brasil (FERREIRA, 2017).

A maioria dos casos de gastroenterites ocorrem sem necessidade de
hospitalizagbes e frequentemente sem a identificacdo do agente causal. Isso implica

em acreditar que os casos de salmoneloses em seres humanos sejam subestimados,



sendo a subnotificacdo de casos de surtos de doencgas de origem alimentar um
problema mundial (SHINOHARA et al., 2008).

Embora seu habitat primario seja o trato intestinal de animais, homens e até
insetos, ocasionalmente, a Salmonella pode ser encontrada em outras partes do
corpo. As células sdo excretadas pelas fezes e podem ser transmitidas para um
grande numero de locais. Quando alimentos ou aguas contaminadas sdo consumidos
por humanos e animais estes microrganismos sao novamente eliminados com as
fezes dando continuidade ao ciclo desta espécie na natureza (FAULA; SOARES e
DIAS, 2015).

A infeccdo € causada pela ingestdo de alimentos que contenham numeros
elevados de células, em torno de 107 a 10° células/g, embora existam relatos de
salmoneloses provocadas pela ingestéo de alimentos com 100 a 15.000 células/g. Os
sintomas surgem entre 12 a 14 horas e consistem em nauseas, vomitos, dores
abdominais, cefaleia, calafrios e diarreia. A severidade da doenca é dependente da
espécie e do individuo afetado, sendo criancas, idosos e imunodeprimidos mais
sensiveis (CARNEIRO et al., 2015).

No Brasil, Samonella enteritidis € a espécie mais comum em surtos de DTA’s,
principalmente associadas a produtos avicolas (CARNEIRO et al., 2015). Na Babhia,
Miranda et al. (2017) analisaram 91 isolados, sendo 36 isolados de alimentos e 55 de
amostras clinicas. Dos isolados provenientes de amostras de alimentos, S. infantis e
S. enteritidis foram as mais frequentes, respectivamente, com 16,5% e 13,7% das

amostras e S. Typhimurium foi encontrada em 5,6% dos isolados de alimentos.

2.3 Higienizacao dos alimentos

Além de reduzir a vida atil dos alimentos, a contaminacdo microbiana pode
provocar casos de toxinfecgBes alimentares. E muito importante que se implemente
medidas para eliminar ou reduzir esta contaminagcdo em niveis seguros para 0S
consumidores, o que constitui um dos desafios para a seguranca alimentar (SAO
JOSE, 2017). Logo, a lavagem dos alimentos seguida da aplicacdo de solucdes
desinfetantes é considerada uma etapa critica para se alcancar a seguranca destes
alimentos (COSSU et al., 2017). Segundo a RDC 216, a higienizagcédo de alimentos
compreende o processo de lavagem seguido da desinfeccdo seja por agente quimico
ou fisico (BRASIL, 2004).



Dentre 0s microrganismos patogénicos que podem ser veiculados por
alimentos, destacam-se Salmonela spp., cepas de Escherichia coli
enteropatogénicas, Listeria monocytogenes, Campylobacter jejuni, Shigella spp.,
Clostridium botulinum (SAO JOSE, 2017). A sanitizacdo de alimentos pode ser
realizada por agentes quimicos como compostos clorados, amdnia quaternaria, acido
peracético e 0zdnio e agentes fisico como o calor, radiagdo ultravioleta e uso de altas
pressoes.

Os compostos clorados estdo entre os mais utilizados pelas industrias de
alimentos, pois séo relativamente baratos, de facil acesso e manuseio, no entanto,
atribui-se a estes compostos uma diminuicdo da eficiéncia microbiologica e toxidade
potencial de subprodutos da cloracdo, como compostos toxicos e cancerigenos
(organoclorados), trihalometanos e acidos haloacéticos. Estes agentes vém sofrendo

restricbes quanto a sua utilizagdo (COELHO et al., 2015).

2.4 Caracteristicas do oz6nio

O o0zbnio € um géas que foi descoberto pelo quimico suico, Christian Friedrich
Schonbein, em 1839. Em temperatura ambiente e em baixas concentra¢des € incolor,
em altas concentracfes apresenta cor azulada. Possui odor penetrante e facilmente
detectavel em concentracdes baixas de 0,01 a 0,05 ppm (KIM; YOUSEF e DAVE,
1999; COELHO et al.,, 2015). O ozbnio se destaca quando comparado a outros
agentes sanificantes pelo elevado potencial de oxidacdo, o que lhe confere o alto
poder de desinfeccao (Tabela 1) (SCHIAVON; ANDRADE; PARAISO, 2013).



Tabela 1. Comparacédo de agentes oxidantes

Agente Oxidante Potencial de Oxidacao
Flaor 3,06 mV
Ozbnio 2,07 mV
Peroxido de hidrogénio 1,77 mV
Acido Hipocloroso 1,49 mV
Cloro 1,36 mV

Fonte: SCHIAVON; ANDRADE; PARAISO (2013).
O gas ozbnio esta naturalmente presente na estratosfera resultante da alta

energia da radiacéo ultravioleta que promove sua formacéo, no entanto, em pequenas
guantidades (0,05 mg L). Comercialmente, o oz6nio é obtido pelo método corona
gue consiste na passagem do ar ou do oxigénio puro por dois eletrodos onde ha uma
elevada diferenca de potencial. Este processo dissocia a molécula de oxigénio com
posterior formacgao do ozoénio (Figura 1) (SILVA et al., 2011; NATH et al., 2014).
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Figura 1 - Esquema do método de descarga Corona. Fonte: NATH et al. (2014).
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Em meio aquoso, tem-se que faixa de pH elevado favorece a decomposi¢cao do
oz6nio, sendo que quando o pH alcanga o valor de 8,0 metade do ozodnio introduzido
€ decomposto em varias formas intermediarias em 10 min. Temperatura elevada,
radiacdo UV, catalisadores a base de paladio, manganés e 6xido de niquel, assim
como metais, hidroxidos e peroxidos também aceleram a decomposicdo. Ndo tem
efeito residual. A solubilidade em 4gua aumenta com a reduc¢éo da temperatura, sendo
influenciada também pela presenca de matéria organica. Os produtos da
decomposicdo do 0z6nio mantém capacidade sanitizante e promove a inativacao por
efeito indireto, ou seja, quando nao € o préprio gas que age sob as células microbianas
(SILVA et al., 2011; COELHO et al., 2015).

2.5 Oz06nio como agente sanitizante

Diante dos problemas decorrentes da utilizacdo dos compostos clorados, se
torna interessante a busca por sanitizantes alternativos que ndo gerem substancias
e/ou residuos toxicos. Neste sentido, o 0zdnio surge como opcédo de sanitizante que
nao gera residuos, sendo considerado um potente agente microbicida, altamente
reativo e alta penetrabilidade. Este gas se decompde a produtos ndo téxicos, sendo
um tratamento economicamente viavel, além de ser util na inativagdo de micotoxinas
e de residuos de defensivos agricolas (KIM; YOUSEF; DAVE, 1999; NATH et al.,
2014).

Segundo Nath et al. (2014), o ozénio é mais eficiente do que o cloro. Este gas
tem grande potencial para sanitizagdo tendo mostrado maior efichcia como
desinfetante além de agir sob um espectro muito mais amplo de microrganismos do
gue o cloro ou outros agentes sanitizantes e se decompdem em produtos ndo téxicos
ao seu humano. E capaz de inativar bactérias, fungos, leveduras, parasitas e virus.

Na Tabela 2 se faz uma comparacdo entre os processos de cloracdo e
ozonizacdo avaliando-se varios aspectos, tais como: seguranca, capacidade de
inativacao dos diferentes microrganismos, formagéo de residuos, subprodutos, custo

e investimento.

Tabela 2. Comparacédo das caracteristicas dos processos de cloracdo e ozonizacao

Caracteristicas Cloracéo Ozonizagéo

Seguranca + ++
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Remocédo de bactérias
Remocéao de virus
Remocao de protozoarios
Residual toxico
Subprodutos

Custos operacionais

Custos de investimento

++

+++

+++

++

++

++

++

++

+++

-, nenhum; +, baixo; ++, médio; +++, alto.

Fonte: LAZAROVA et al., (1999) apud SILVA et al., (2011).

Em 1909, o oz6énio foi usado pela primeira vez como sanificante para a carne

em camaras frias de estocagem. A primeira aplicacdo do ozénio na industria de

alimentos nos EUA foi limitada, principalmente para remocao de ferro, manganés, cor,

gostos e odores e como sanificante de agua engarrafada em 1982 (KIM; YOUSEF;
DAVE, 1999; COELHO et al., 2015). A Tabela 3 apresenta as propriedades fisico-

guimicas do ozonio.
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Tabela 3. Principais propriedades fisico-quimicas do ozénio

Propriedades fisico-quimicas do ozdnio

Massa molar 48 Da
Massa especifica (0°C e 101,3 -3
kPa) 2,154 kg m
Ponto de ebulicéo -111,9°C
Ponto de fusao -192,5°C
g o '3
Solubilidade em agua a 0°C 20gm
- o -3
Solubilidade em agua a 20°C 1,5gm
Temperatura critica -12,1°C
Pressao critica 5,53 MPa

Fonte: SCHIAVON; ANDRADE; PARAISO (2013).

O ozbnio inativa 0s microrganismos por processos de oxidacdo de
componentes celulares vitais, sugere-se que, a superficie celular bacteriana seja o
principal alvo da ozonizagdo. Dois mecanismos principais de destruicdo foram
identificados: o primeiro é a oxidacao do grupo sulfidrila e aminoacidos de enzimas,
peptideos e proteinas. O segundo € que o0 0z6nio oxida acidos graxos poli-insaturados
liberando acidos e peroxidos. Este mecanismo resulta na ruptura celular e
subsequente vazamento do conteudo celular (KIM et al., 1999). O ozo6nio inativa
diversas bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, formas vegetativas e
esporuladas, age sobre componentes do envoltério celular afetando esporos fungicos
e capsideos virais (SILVA et al., 2011).

Ha também limitacbes na utilizacdo deste gas como agente sanificante.
Quando utilizado para o tratamento de agua néo possui efeito residual como o cloro,
pode ocorrer a formacdo de compostos bromados quando ions brometo estiverem
presentes na agua. Quando o 0zénio € aplicado diretamente e em altas concentracdes

pode alterar os alimentos, € um gas instavel, a sua producédo so é viavel no local em
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gue for utilizado. Ao se trabalhar com o 0z6nio, deve-se levar em consideragéo a sua
toxicidade ao ser humano, pois a exposicéo por 1 hora a concentracdes de 2, 4, 15 e
95 mg L' pode desenvolver efeitos sintomaticos, irritantes, toxicos e letais
respectivamente (SILVA et al., 2011).

Embora seja um gas que se decompdem em compostos ndo toxicos, para a
utilizacdo do ozb6nio em industria de alimentos, deve existir um sistema seguro que
inclui detectores e destruidores de ozonio. No local de utilizacdo deve-se instalar um
detector que seja capaz de medir a concentracdo deste gas entre 0,01 e 100 ppm.
Outro equipamento indispensavel é um sistema de destrui¢cdo do 0zdnio que pode ser
térmico ou catalitico e instalado na saida do sistema (KADRE et al., 2001).

Apesar do ozbnio ser uma molécula promissora para a conservacado de
alimentos, a sua utilizacdo apresenta resultados variados. Alexandre et al. (2012)
demonstrou que morangos tratados em &gua ozonizada tiveram menor perda de
firmeza durante armazenamento refrigerado, no entanto, a quantidade de
antocianinas e acido ascérbico diminuiram significativamente. Aguayo et al. (2013)
observaram que o tratamento com o0z6nio ndo afetou significativamente o pH, acidez
total, solidos sollveis totais acidos organicos e os atributos sensoriais de frutos de
tomate.

Segundo Restaino et al. (1995), estudos preliminares ja foram realizados para
verificar o efeito do 0z6nio na inativacao microbiana, tanto utilizando-se culturas puras
como alimentos e 4gua naturalmente contaminados.

Broadwater et al. (1973) avaliaram a concentracdo letal minima para trés
espécies bacterianas: Escherichia coli, Bacillus cereus e Bacillus megaterium. Foi
utilizado somente um tempo de contato (5 minutos). Os autores observaram que, para
as células vegetativas de B. megaterium e E. coli, a concentracéo letal de ozénio na
agua foi de 0,19 mg L. A concentracéo letal de 0z6nio na agua foi de 0,12 mg L
para B. cereus. Neste estudo observou-se que uma concentracdo residual de 0zénio
maior € necessaria para promover a inativacdo dos esporos de B. cereus e B.
megaterium quando se compara as células vegetativas. Uma concentracao residual
de o0z6nio da ordem de 2,29 mg L foi demandada para inativacdo de esporos das
duas espécies, demonstrando assim que bactérias na forma vegetativa apresentam

sensibilidade superior ao efeito bactericida do ozonio.
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2.6 Uso do 0z06nio no processamento de alimentos

O consumidor esta cada vez mais em busca de alimentos seguros e saudaveis.
As industrias de alimentos possuem tecnologia e conhecimento suficientes para o
processamento de alimentos seguros e saudaveis e atender a expectativa do
consumidor. A producdo de alimentos seguros inclui a analise minuciosa de toda a
cadeia de producéo, inibir o crescimento microbiano e eliminar os deteriorante e

principalmente os microrganismos patogénicos (NATH, et al., 2014).

Tradicionalmente os métodos de processamento de alimentos utilizados sao os
gue usam calor, como a pasteurizacdo e esterilizacdo, no entanto, estes métodos
geralmente provocam alteracdes nas caracteristicas organolépticas e perda de valor
nutricional. Além destas alteracdes, a eficiéncia do tratamento térmico depende da
temperatura e do tempo de aquecimento e tém por objetivo a inativacdo das formas
vegetativas e de alguns esporos e € sabido que existe a possibilidade de

sobrevivéncia de esporos bacterianos (NATH, et al., 2014).

A industria de alimentos ndo tem apenas a preocupacdo de processar
alimentos seguros, com as menores alteracdes possiveis e preservando ao maximo
seus nutrientes. Quando a etapa de higienizacdo do ambiente de processamento na
industria ndo é realizada de forma eficiente, os microrganismos residuais podem
formar biofilmes fortemente aderidos a superficie, que sdo um aglomerado de células
bacterianas protegidas por uma camada de polissacarideos. A eficacia dos
tratamentos com 0s sanitizantes usuais, tais como: hipoclorito, cloreto de benzalcénio
e hidréxido de soddio, fica muito comprometido, mesmo com varios minutos de
tratamento, por vezes, a capacidade de reducédo destes microrganismos alcanca no

maximo 2 ciclos logaritmicos (KAAVYA et al., 2021).

Neste sentido, 0 0z6nio vem se tornando cada vez mais um importante método
para o processamento de alimentos. O 0zo6nio pode ser utilizado tanto na forma de
gas como em fase aguosa. A inativacdo microbiana se deve ao efeito direto do ozénio
sob as células ou pelos produtos de sua decomposicao, efeito indireto. Devido a sua
alta reatividade e poder de penetracdo consegue uma elevada inativagdo microbiana

em curto tempo e concentragdes relativamente baixas (CHACHA et al., 2021).
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Song et al. (2015) verificou o efeito do 0zbnio gasoso na inativacdo de
Escherichia coli O157:H7, Salmonella Typhimurium e Listeria monocytogenes em
suco de maca com diferentes valores de pH. Estes patégenos foram inoculados nos
sucos e os pH’s utilizados foram de 3,0, 4,0 e 5,0. O ozénio foi aplicado na vazao de
3,0 L min? e concentracées de 2,0 e 3,0 ppm por até 4 min. O tratamento por 4 min
resultou em reducbes de E. coli O157:H7 de >5,35, 5,12 e 1,86 log UFC/mL,
respectivamente para os pH’s 3,0, 4,0 e 5,0. S. Typhimurium e L. monocytogenes
apresentaram reducdes semelhantes. Segundo os autores, valores mais baixos de pH
proporcionou maior inativagdo microbiana sem alterar as caracteristicas sensoriais do

Suco.

O efeito da combinacéo de tratamentos térmicos com o uso de 0z6nio gasoso
na inativacdo de Escherichia coli O157:H7, Salmonella Typhimurium e Listeria
monocytogenes em suco de macd com diferentes conteddos de soélidos solluveis
também foram estudados. Sucos com 18, 36 e 72 °Brix foram inoculados com estes
patégenos e submetidos ao 0zbnio na vazéo de 3,0 L mint e concentracdes de 2,0 e
3,0 ppm. As temperaturas dos tratamentos térmicos foram de 25, 45, 50 e 55 °C e a
duracao destes tratamentos foram de 20, 40 e 60 segundos. Os tratamentos térmicos
e a aplicacdo do ozbdnio ocorreram simultaneamente. A populacdo inicialmente
inoculada foi de aproximadamente 10%-10° UFC/mL. A reducédo variou de 0,0 até 4,75
log UFC/mL na populacéo de E. coli 0157:H7 quando somente o calor foi aplicado.
Quando se combinou o0 0z6nio as temperaturas de 25 e 45 °C por 1 min a redugéo foi
de 0,93 e 3,87 log UFC/mL na populagéo de E. coli O157:H7, respectivamente e nas
temperaturas de 50 e 55 °C a contagem foi inferior a 1,0 log UFC/mL, sendo que para
0s demais microrganismos encontrou-se resultados semelhantes. Os autores
afirmaram que neste estudo encontraram um efeito sinergético entre calor e 0z6nio
gue nao provocou diferencas significativas nos sucos de macéd e sugeriram que a
combinacdo do tratamento com 0z6nio e o tratamento térmico poderia ser utilizado

para o processamento destes sucos (SONG et al., 2014).
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CONTROLE DE Listeria monocytogenes EM AGUA OZONIZADA E REFRIGERADA

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a eficacia da agua ozonizada no
controle de Listeria monocytogenes (ATCC® 49594), adotando-se diferentes
combinacgdes de pH, tempo de contato e tempo de armazenamento sob refrigeracao.
Utilizou-se agua com pH’s de 4,0, 7,0 e 8,2 e armazenada a 7 °C. Para a obtencéo da
Agua ozonizada, adotou-se concentracéo de entrada do gas de 21 mg Lt e uma vazéo
de 1,0 L min 1, por 15 min. Os tempos de armazenamento da agua ozonizada
avaliados foram 0, 6, 12, 18 e 24 h. A cinética de decomposi¢&o do ozo6nio foi avaliada.
Os tempos de contato de L. monocytogenes com a agua ozonizada foram 3 e 6 min.
A reducédo acentuada na concentracdo do ozo6nio foi observada na agua com pH 4,0,
com meia vida de 13.20 min. Para os pH’s de 7,0 e 8,2, as meias vidas foram de 64.80
e 45.60 min, respectivamente. A agua ozonizada e armazenada a 7 °C se mostrou
eficaz no controle de L. monocytogenes, sobretudo nos valores de pH da agua de 7,0
e 8,2. Conclui-se que o pH inicial da 4gua afeta a eficacia da agua ozonizada no
controle de L. monocytogenes. Além disso, pode-se afirmar que é viavel a utilizacdo
de agua ozonizada armazenada a 7 °C, por até 24 h, para inativacdo de L.

monocytogenes, quando adotados pH’s iniciais 7,0 e 8,2.

Palavras-chave: Ozonizacao; Listeria monocytogenes; inativagdo bacteriana; efeito

do pH; concentracéo de oz6nio.
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CONTROL OF Listeria monocytogenes IN REFRIGERATED OZONATED WATER

ABSTRACT

The present work aimed at the effectiveness of ozonated water in the control of Listeria
monocytogenes (ATCC® 49594), adopting different combinations of pH, contact time,
and storage time under refrigeration. To obtain ozonated water, the dose applied was
21 mgL.1 min.1, for 15 min. Samples of 1.0 L of water were ozonated at the inlet ozone
concentration of 21 mg L.1 and a flow rate of 1.0 L min-t. The initial concentrations of
ozone dissolved in water were equal to 5.81 mg L.1 at pH 4.0, 5.20 mg L™, at pH 7.0,
and 7.20 mg L at pH 8.2. Samples of ozonated water with different initial pH’s were
used and stored at 7 °C for up to 24 h. The storage times of the ozonated water under
refrigeration were 0, 6, 12, 18, and 24 h. The contact times of L. monocytogenes with
ozonated water were 3.0 and 6.0 min. Ozone decomposition kinetics was evaluated.
Ozonated water stored at 7 °C proved effective in controlling L. monocytogenes,
especially in water pH values of 7.0 and 8.2. The initial pH of the water affects the
effectiveness of ozonated water regarding the control of L. monocytogenes. The sharp
reduction in ozone concentration was observed in water with pH 4.0, with a half-life of
13 min. For pH’s of 7.0 and 8.2, the half-lives were 65 and 45 min, respectively. It is
viable to use ozonated water stored at 7 °C, for up to 24 h, to inactivate L.
monocytogenes, when adopting initial pH’s of 7.0 and 8.2, adjusted with sodium

bicarbonate.

Key-words: Ozonation; Listeria monocytogenes; bacterial inactivation; pH effect;

0zone concentration
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1. INTRODUCAO

Listeria monocytogenes é um bactéria gram-positiva, anaerobia facultativa,
capaz de invadir células de animais e de humanos. Esta espécie bacteriana provoca
a listeriose, que é uma grave infeccdo associada a encefalites, abortos, meningites e
septicemias, sendo os alimentos importantes fontes de veiculagéo, tanto os de origem
animal quanto vegetais frescos (NALERIO et al., 2009). A listeriose apresenta menor
incidéncia quando comparada a outras doencas entéricas, mas € capaz de gerar
guadros mais graves e requer tratamento com antibioticoterapia (SILVA et al., 2016).
Essa doenca estd associada a alto nimero de hospitalizacdo e apresenta taxa de
letalidade entre 20 a 30%. Entre 2013 e 2017, na Unido Europeia, foi observado
significativo aumento de casos desta doenca (DYGICO et al., 2019).

A eliminacdo de L. monocytogenes dos ambientes de manipulacdo e de
processamento de alimentos € um desafio e exige adequada limpeza e processo de
sanitizacao eficiente (SILVA et al., 2016; CAMARGO et al., 2017). Além da capacidade
de resistir a condicbes adversas, existem cepas de L. monocytogenes persistentes,
capazes de sobreviver por longos periodos no ambiente de processamento de
alimentos, gerando o risco de contaminar os alimentos. A coloniza¢do de superficies
€ denominada de biofilmes, sendo que varios fatores contribuem para a sua formacao,
tais como temperatura, tipo de superficie, disponibilidade de nutrientes e umidade
(NALERIO et al., 2009; DYGICO et al., 2019; RIPOLLES-AVILA et al., 2020).

Nesse cenario, tem-se que é fundamental a implementacdo de medidas para
eliminar ou reduzir a contaminag&o por microrganismos a hiveis seguros, em especial
por L. monocytogenes, o que constitui um dos desafios para a seguranca dos
alimentos (SAO JOSE, 2017). Destaca-se que a Instru¢do Normativa n° 60 (BRASIL,
2019), no Anexo Il, estabelece tolerancia de 102 UFC/25 g ou mL para L.
monocytogenes em alimentos prontos para 0 consumo e deve estar ausente quando
esses alimentos séo destinados a lactentes ou para fins especiais.

A operacao de sanitizagcdo € muito importante no processamento de alimentos,
especialmente para o controle de microrganismos que provocam doencas
transmitidas por alimentos. Substancias como hipoclorito e amoénia quaternaria sédo
amplamente utilizadas com esse propésito (EVRENDILEK e OZDEMIR, 2019). No

entanto, devido o surgimento de cepas resistentes a essas substancias e maior
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incidéncia de outros patégenos de origem alimentar, tem-se crescente demanda por
agentes antimicrobianos que sejam mais eficientes. Além destes fatores, tem-se a
reducéo da eficacia do cloro em presenca de matéria organica e a potencial formacao
de trihalometanos e acidos haloacéticos, o que pode comprometer a seguranca dos
alimentos, o que implica em aumento na demanda por tecnologias alternativas (KIM,;
YOUSEF e DAVE, 1999; COELHO et al., 2015). A ozonizagéo tem sido apresentada
como uma técnica alternativa aos métodos tradicionais de controle de microrganismos
em alimentos e em plantas de processamento.

O ozbnio é um gas, que se destaca pelo elevado potencial oxidativo e alta
reatividade, além de se decompor em composto ndo téxico (O2), sendo um agente
comprovadamente capaz de inativar diferentes grupos de microrganismos (KIM,;
YOUSEF; DAVE, 1999; EVRENDILEK e OZDEMIR, 2019). Baixas concentracoes e
reduzido tempo de contato sdo eficientes para inativar bactérias, fungos, leveduras,
parasitas e virus de alimentos podendo ser aplicada nos alimentos na forma gasosa
ou dissolvida em agua (KIM; YOUSEF e KHADRE, 2003; ALWI e ALI, 2014;
FERREIRA et al.,, 2017; ZHANG et al.,, 2011). Outra caracteristica importante do
0z6nio é que sua aplicacdo € viavel na forma gasosa ou dissolvido em agua, e em
ambos os casos a decomposicdo do gas é relativamente rapida. Em meio aquoso,
variaveis como pH, temperatura, radiacdo UV, catalisadores como paladio, manganés
e Oxido de niquel aceleram a decomposicao do gas. Dependendo das caracteristicas
do meio, os produtos secundarios da decomposicdo do ozbénio podem manter a
capacidade sanitizante e promover a inativacdo por efeito indireto, ou seja, quando
nao € o proprio gas que age sob as células microbianas (COELHO et al., 2015; SILVA
et al., 2011). De acordo com KIM, YOUSEF e KHADRE (2003), em meio aquoso, 0
ozobnio sofre rapida decomposicdo a medida que se eleva o pH, com expressiva
formacao de radicais hidroxilas, quando se tem meio alcalino. Esses radicais também
atuam na inativagdo dos microrganismos.

Apesar de serem encontrados diversos trabalhos na literatura em que é
avaliada a eficacia do ozénio em meio aquoso no controle de microrganismos,
inclusive patogénicos como L. monocytogenes, em geral a avaliacdo é feita
imediatamente depois da ozonizacéo da agua. Souza et al. (2019) realizaram trabalho
com agua ozonizada e verificou-se inativacdo de E. coli O157:H7 de

aproximadamente 4,5 ciclos de log com tempo de contato de 5 min. Ent&o, objetivou-
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se com este estudo avaliar a eficacia da agua ozonizada, adotando-se diferentes
combinacgdes de pH, tempo de contato e tempo de armazenamento sob refrigeracéo,
no controle de L. monocytogenes.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Cepa bacteriana e preparacédo do indculo

Foi utilizada a cepa de Listeria monocytogenes (ATCC® 49594), proveniente da
colecédo do Laboratério de Analise de Leite e Derivados armazenada a -80 °C. Trés
tubos eppendorfs estéreis contendo uma mistura de 30% de glicerol e 70% de Caldo
Tripticase Soja (TSB, pH 7,3 +0,2) foram inoculados por esgotamento de alga de 10
pUL com a cepa de L. monocytogenes. Estes tubos foram acondicionados em caixa de
fibra de papeldo armazenada a -80 °C e usada exclusivamente para este estudo. As
células foram reativadas em caldo TSB a 37 °C, por 24 h. Apoés reativacao a cultura
foi inoculada por esgotamento de algca de 10 pL, em placa contendo Agar Tripticase
Soja (TSA) (Marca KASVI, USA) enriquecido com 0,6% de extrato de levedura (YE) e
incubada a 37 °C por 24 h para crescimento das colbnias.

Para o preparo dos indculos, colénias formadas no agar TSA foram
transferidas, com auxilio de uma alga de inoculacdo, para tubos contendo solucao
salina estéril 0,85% (cloreto de sbédio a 0,85%) até atingir o grau de turvacéo
correspondente ao tubo 1 da escala nefelométrica de McFarland (Nefelobac®, Probac
Brasil), que corresponde a aproximadamente a 3,0 x 108 UFC/mL. DiluicGes decimais
sucessivas foram realizadas também em solucéo salina 0,85% (0,85% de cloreto de
sodio - NaCl) estéril, até a obtencdo de concentracdo de aproximadamente 3,0 x 10°
UFC/mL.

2.2 Geracao do gas 0z6nio e obtencdo da agua ozonizada

O géas ozobnio foi produzido por um gerador com concentrador de oxigénio
acoplado (Modelo 0&L 3.0-O2 RM, da Ozone & Life, Sdo José dos Campos, Brasil),
gue produz o gas baseado no metodo de Descarga por Barreira Dielétrica (DBD). A

concentracdo de entrada do gas foi de 21 mg L ! e vazdo de 1,0 L min - (Figura 1).
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Figura 1. Gerador de Oz6nio Modelo 0&L 3.0-O2 RM, da Ozone & Life, Sdo José dos

Campos, Brasil. Acervo pessoal.

Para a obtencdo da agua ozonizada (Figura 2), amostras de 1000 mL de agua
da rede de abastecimento de Brasilia, Distrito Federal (cor aparente <15 mg Pt-ColL;
turbidez <5,0 NTU; auséncia de Escherichia coli), foram acondicionadas em frascos
esterilizados e mantidas refrigeradas (7°C) até o momento das analises. O pH da agua
foi aferido com pHmetro (Modelo K39-0014PA marca KASVI), obtendo-se valor médio
de 6,6.
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Figura 2. Fluxograma de obtencdo de agua ozonizada armazenada a 7 °C e controle
de Listeria monocytogenes. Fonte: Elaborado pelo o autor.

Adotaram-se trés valores de pH da agua para a ozonizacao: 4,0, 7,0 e 8,2. Para
ajustar o pH da agua em 4,0, utilizou-se acido citrico p.a. (CsHsO7) e bicarbonato de
sodio p.a. (NaHCO3) para ajustar os pH’'s da agua para 7,0 e 8,2; apos isso, as
amostras de agua foram autoclavadas a 121 °C, por 15 min e mantidas refrigeradas
(7 °C). Os valores de pH e do potencial redox foram medidos antes e depois da
ozonizacao. Quantificou-se o potencial redox em medidor ORP/Redox (Modelo ORP-
169E) com faixa de sensibilidade entre 0,00 a 1999 mV (Guangzhou Juanjuan
Electronic Technology Co. Ltd., China)

Para a ozonizagédo da agua com os diferentes pH’s, utilizou-se coluna de vidro,
com capacidade de 1,5 L e dispositivo de entrada e saida do gas. Antes da ozonizagao
da agua, efetuava-se a sanitizacdo da coluna com ozbénio gasoso por 15 min, na
concentracdo de entrada de 21 mg L ! e vazdo de 1,0 L min't. As amostras de agua
com os diferentes pH’s foram ozonizadas, borbulhando-se 0z6nio na concentragéo de
entrada de 21 mg L ! e vazéo de 1,0 L mint, por 15 min. Durante a ozonizagéo das
amostras, a coluna contendo agua permaneceu em recipiente isotérmico e com gelo
retornavel, de forma a manter a temperatura da agua em torno de 7 °C. Na saida do
sistema de ozonizagdo, instalou-se destruidor térmico catalitico necessario para a
decomposicdo do ozonio residual. Finalizada a ozonizacdo, as amostras de agua
eram acondicionadas em frascos esterilizados e armazenadas a 7 °C. Para 0s
tratamentos controles, efetuou-se borbulhamento com ar atmosférico, por 15 min, nas

amostras de agua com os diferentes pH’s.

31



2.3 Avaliacdo da agua ozonizada com diferentes pH’s iniciais na inativacao de L.

monocytogenes

Para a avaliagdo da eficacia do ozénio dissolvido na dgua no controle de L.
monocytogenes, aliquotas de 1,0 mL da suspensdo com aproximadamente 3,0 x10°
UFC/mL eram transferidas para tubos contendo 9,0 mL de &gua ozonizada, nas
diferentes combinacdes de pH (4,0, 7,0 e 8,2) e tempo de armazenamento (0, 6, 12,
18 e 24 h) da agua a 7 °C. Em seguida, efetuava-se a homogeneizacdo por 15
segundos em agitador de tubos. Para os tratamentos controles, adotou-se
procedimento similar, utilizando-se agua com os pH’s igualmente ajustado, mas nao
ozonizada, obtida por borbulhamento com ar atmosférico. Adotaram-se os tempos de
contato de 3,0 e 6,0 min. Para a contagem de L. monocytogenes, utilizou-se
plaqgueamento em superficie em Agar Oxford Listeria (Marca NEOGEN, USA) e
posteriormente as placas foram incubadas a 37 °C com avaliagcdo depois de 24 h de

incubacéo.

2.4 Determinacédo da concentracdo residual do 0z6nio na agua com diferentes pH'’s

iniciais e cinética de decomposicéo

Imediatamente depois da ozonizacdo e a cada 6 h até 24 h, quantificou-se a
concentracdo do 0z6nio dissolvido na agua com os diferentes pH’s. Adicionalmente e
baseado em testes preliminares, para a agua com pH inicial de 4,0, quantificou-se a
concentragdo do ozonio depois de 2 e 4 h de armazenamento. A concentragdo de
ozobnio dissolvido na agua foi medida usando um fotémetro SAM CHEMetrics modelo
1-2019 (Figura 3), com faixa de sensibilidade de 0,01 a 5,00 mg L 1. Quando a
concentracao de 0zo6nio dissolvido na agua excedia o limite maximo de deteccéo do
equipamento, efetuava-se diluicdo em volume igual (1:1) de 4gua ndo ozonizada, com

caracteristicas iniciais similares (FERREIRA et al., 2020).
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Figura 3. Fotbmetro SAM CHEMetrics.
Acervo pessoal.

Aos dados de concentracéo residual do 0zénio na 4gua, ajustou-se ao modelo
cinético de segunda ordem (WRIGHT, 2004). Apresentam-se, na Tabela 1, a equacédo
diferencial e a equacgéo integrada e linearizada referentes ao modelo de cinética de

segunda ordem, e respectiva meia-vida.

Tabela 1. Equacéo integrada e linearizada para modelo cinético de segunda ordem e

respectiva meia-vida

Equacéao Equacéo Integrada e
Ordem Meia-vida
Diferencial Linearizada
dc 2 1 1 1
—_ —_ = = —
2 5p ke c G kt ti2 kCq

C = concentragao de Os (mg LY); t = tempo (h); k = constante da taxa de decomposigao (L mg? min-);

e; Co = Concentracdao inicial de Oz (mg L1).
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2.5 Procedimento Experimental

Adotou-se o Delineamento Inteiramente Casualizado, com trés repeticoes. Na
avaliacdo da eficacia da agua ozonizada no controle de L. monocytogenes, adotou-se
esquema fatorial 6 x 2 x 5, sendo seis tratamentos (agua ozonizada com os pH’s 4,0,
7,0 e 8,2, e os respectivos controles), dois tempos de contato (3,0 e 6,0 minutos) e
cinco tempos de armazenamento (0, 6, 12, 18 e 24 h), além de estatistica descritiva
na analise dos dados. Para a obtencéo das equacdes de regressao e plotagem dos
graficos referentes a cinética de decomposicdo do o0zoénio na agua, utilizou-se o

Software SigmaPlot v.10 (Systat Software Inc., Alemanha).

3. RESULTADOS

3.1 Contagem de L. monocytogenes em funcdo de diferentes combinacées de pH

inicial e tempo de armazenamento da agua ozonizada e tempo de contato

Na Tabela 2 sdo apresentados os valores médios referentes as contagens de
L. monocytogenes (log UFC/mL) exposta a agua ozonizada com diferentes pH'’s e
armazenada por até 24 h, na temperatura de 7 °C, e com tempos de contato de 3 e 6
min. Observou-se diferenca expressiva na eficacia da agua ozonizada no controle de
L. monocytogenes, quando se analisaram os resultados obtidos, considerando os

diferentes pH’s iniciais e o tempo de armazenamento.
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Tabela 2. Contagens de Listeria monocytogenes (log UFC/mL) exposta a agua
ozonizada com diferentes pH’s e armazenada a 7 °C, por até 24 h, e com diferentes

tempos de contato

Tempo de contato (min)

Tempo de
armazenamento >0 _ °0 _
Agua Agua
(h) Controle i Controle _
ozonizada ozonizada
pH 8,2
0 5,53+0,05 <1,0* 5,56+0,02 <1,0*
6 5,49+0,05 <1,0* 5,55+0,02 <1,0*
12 5,56+0,04 <1,0* 5,55+0,04 <1,0*
18 5,50+0,04 <1,0* 5,51+0,05 <1,0*
24 5,52+0,03 <1,0* 5,49+0,03 <1,0*
pH 7,0
0 5,42+0,02 <1,0* 5,39+0,03 <1,0*
6 5,37+0,04 <1,0* 5,44+0,04 <1,0*
12 5,43+0,03 <1,0* 5,47+0,02 <1,0*
18 5,41+0,03 <1,0* 5,43+0,02 <1,0*
24 5,30+0,02 <1,0* 5,38+0,02 2,33+0,35
pH4,0
5,44+0,05 <1,0* 5,47+0,03 <1,0*
6 5,38+0,04 4,38+0,02 5,40+0,02 4,44+0,01
12 5,49+0,02 4,50+0,04 5,49+0,02 4,47+0,06
18 5,42+0,11 4,52+0,07 5,50+0,02 4,52+0,03
24 5,41+0,04 4,44+0,02 5,47+0,02 4,50+0,01

* Dados estimados.

A contagem inicial de L. monocytogenes permaneceu igual ou superior a 5,30
log UFC/mL em todas as combinagbes de pH inicial da agua e tempo de
armazenamento, nos tratamentos controle (Tabela 2). Por outro lado, as contagens
de L. monocytogenes foram inferiores a 1,0 log UFC/mL, quando se utilizou agua
ozonizada com pH inicial de 8,2, armazenada por até 24 h a 7 °C, e para tempos de
contato de 3 e 6 min. Resultados similares foram verificados para a 4gua ozonizada

com pH inicial de 7,0, exceto para o tempo de armazenamento de 24 h e tempo de
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contato de 3 min. Nessa condicao, verificou-se contagem de L. monocytogenes igual
a 2,33%0,35 log UFC/mL, implicando em redugé&o de aproximadamente 3,0 ciclos log,
guando se comparou com a contagem inicial. No que se refere a eficacia da agua
ozonizada com pH inicial de 4,0, observou-se reducdo expressiva, com contagem
inferior a 1,0 log UFC/mL, quando se utilizou a 4gua imediatamente depois da
ozonizacao (0 h). Para as diferentes combinagfes de tempos de armazenamento, a
partir de 6 h, e tempos de contato de 3,0 e 6,0 min, a agua com pH inicial de 4,0
apresentou crescimento expressivo de colonias, com redu¢des de aproximadamente

1,0 ciclo log se comparado com as medias dos tratamentos controles.

3.2 Concentragao residual do ozénio na agua com diferentes pH’s iniciais e cinética
de decomposicédo a 7 °C

Na Figura 4 e na Tabela 3, sdo apresentadas as tendéncias referentes a
concentracdo residual do ozbénio na agua com diferentes pH’'s e armazenada na
temperatura de 7 °C, por 24 h. Verificou-se reducdo mais acentuada da concentracéo
residual do 0zbnio na agua com pH inicial de 4,0. A concentracdo de oz6nio na agua
com pH inicial de 4,0, imediatamente depois da ozonizacéo, foi equivalente a 5,64 mg
L't. Entretanto, depois de 6 h de armazenamento na temperatura de 7 °C, a
concentracdo estimada de ozonio residual na agua com pH inicial a 4,0 foi de
aproximadamente 0,09 mg L. Por outro lado, reducdes menos acentuadas na
concentragéo residual de oz6nio durante o armazenamento foram observadas nas
aguas com pH’s iniciais de 7,0 e 8,2. Depois de 6 h de armazenamento, a 7 °C, as
concentragdes estimadas de ozdnio residual nas aguas com pH'’s iniciais de 7,0 e 8,2

foram equivalentes a 1,99 e 1,48 mg L1, respectivamente.
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Figura 4. Curvas de regressdo da concentracdo de ozoénio residual (mg L) em agua

com diferentes pH’s e armazenada a 7 °C, por até 24 h.

Tabela 3. Equacfes de regressao referentes a concentracdo do ozénio em agua com

diferentes pH’s e armazenada a 7 °C, em funcéo do tempo de armazenamento (X, h)

pH inicial Regressao ajustada R? EPE
8,2 9=0,283+6,975¢ 0294 0,99 0,074
7,0 9=0,275+4,947e 0177 0,99 0,178
4,0 §=0,092+5,548¢1456x 0,99 0,088

EPE — Erro padréo da estimativa

n — trés repeticdes

A Tabela 4 contém as equacdes de regressao referentes aos modelos cinéticos
de segunda ordem para concentragao residual do 0zénio em agua com diferentes pH’s
em funcéo do tempo de armazenamento na temperatura de 7 °C. A menor meia vida
do ozénio foi observada na agua com pH inicial de 4,0, sendo equivalente a 0,22 h

(13,20 min), considerando-se o modelo cinético de segunda ordem e concentracao
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inicial de ozdnio de 5,64 mg L. Por outro lado, para os pH'’s iniciais da agua iguais a
7,0 e 8,2, as meias vidas do 0z6nio foram equivalentes a 1,08 h (64,80 min) e 0,76 h
(45,60 min), respectivamente. Ressalta-se que para o calculo das meias vidas do
ozébnio referentes aos pH’s iniciais de 7,0 e 8,2, utilizaram-se as concentracdes do gas
dissolvido na &gua imediatamente depois da ozonizagdo, que foram equivalentes a
5,80 e 7,26 mg L1, respectivamente.

Tabela 4. EquacbBes de regressdao do modelo cinético de segunda ordem para
concentracdo de ozobnio residual e meia-vida em agua com diferentes pH’s em funcao

do tempo de armazenamento a 7 °C (X, h)

pH inicial Regressao ajustada R? EPE Meia vida (h)
8,2 ¥ =-0,1602 + 0,1809x 0,98 0,282 0,76
7,0 ¥ =-0,3758 + 0,1592x 0,84 0,724 1,08
4,0 ¥ =0,8435 + 0,7996x 0,98 0,615 0,22

EPE — Erro padréo da estimativa
n — trés repeticdes
* Significativo a 5% de probabilidade

3.3 pH e potencial redox da agua ozonizada com diferentes pH’s iniciais e

armazenados a 7 °C

Os valores médios do pH e do potencial redox das aguas com diferentes pH’s
iniciais ozonizadas e armazenadas por até 24 h, a 7 °C séo apresentados na Tabela
5. No que se refere a variavel pH, destacou-se a elevacdo para 7,5 depois da
ozonizagdo, na agua com pH inicial 7,0. Para esse tratamento, entretanto, observou-
se reducdo do pH durante o armazenamento da agua, sendo equivalente a 7,0 depois
de 24 h. No que se refere ao potencial redox, verificou-se valores maiores que 1999
mV (limite maximo de equipamento) na agua ozonizada com pH inicial 7,0 e
armazenada por 24 h, a 7 °C. Por outro lado, foi possivel observar reducéo do

potencial redox durante o armazenamento da agua, para os pH’s iniciais de 8,2 e 4,0.
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Destaca-se que a redugcdo mais acentuada no potencial redox foi observada na dgua
com pH inicial de 4,0.

Tabela 5. Valores médios de pH e potencial redox da agua com diferentes pH’s iniciais

ozonizada e armazenada a 7 °C, por até 24 h

pH Tempo de armazenamento (h)
Inicial 0 6 12 18 24
pH
8,2 8,3+0,05 8,3+0,05 8,2+0,05 8,2+0,08 8,2+0,05
7,0 7,5+0,05 7,4+0,05 7,5+0,05 7,1+0,05 7,0+0,05
4,0 3,8+0,05 3,8+0,05 3,8+0,08 3,9+0,08 3,9+0,05
Potencial redox (mV)

8,2 >1999,00* >1999,00 1272,00+0,82 1475,00+0,47 1323,00%0,82
7,0 > 1999,00 > 1999,00 > 1999,00 > 1999,00 > 1999,00
4,0 >1999,00 1376,00+1,7 1163,00+0,47 1006,00+0,47 999,00+0,47

* Dados estimados; limite maximo do equipamento — 1999 mV.

n = 3 repeticbes da amostra.

4. DISCUSSAO

No presente estudo avaliou-se a eficacia da agua ozonizada com diferentes
pH’s iniciais e armazenada sob refrigeracao (7 °C) por até 24 h, no controle de L.
monocytogenes, além da decomposicdo do o0zbnio na agua. A agua ozonizada e
armazenada a 7 °C, por até 24 h, se mostrou eficaz no controle de L. monocytogenes,
sobretudo quando se adotaram os pH’s iniciais de agua de 7,0 e 8,2 (Tabela 2). Deve-
se destacar os resultados obtidos para o pH inicial de 8,2, em que a contagem de L.
monocytogenes foi inferior a 1,0 log UFC/mL, depois da exposi¢do por 3 ou 6 min a
agua ozonizada armazenada por até 24 h. Para o pH inicial da agua 7,0, resultados
similares foram obtidos quando se adotou tempo de contato de 6 min para até 24 h de
armazenamento da agua ozonizada. Esses resultados indicam que é possivel a
utilizagdo de agua ozonizada nessas condi¢des e armazenada a 7 °C, por até 24 h.

Diversos autores ja relataram a eficacia do uso do ozénio sob os diferentes
grupos de microrganismos, tais como fungos, bactérias e virus (KIM et al., 1999;

KHADRE et al., 2001; ALENCAR et al., 2012; FERREIRA et al., 2017; OLIVEIRA et
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al., 2020; TIZAOUI, 2020), tanto expostos ao 0z6nio gasoso como a agua ozonizada,
Dentre as espécies de bactérias que ja foram estudadas, destacam-se Salmonella
Typhimurium, Escherichia coli O157:H7, Staphylococcus aureus, Pseudomonas
aeruginosa, Yersinia enterocolitica, L. innocua e L. monocytogenes (BROADWATER
etal., 1973; RESTAINO etal., 1995; SONG et al., 2015; COUTO et al., 2016; KORANY
et al.,, 2018; GIBSON et al., 2019; SKOWRON et al., 2019; SOUZA et al., 2019;
CHANG et al., 2020),

No que se refere a aplicacdo de ozénio em meio aquoso no controle de L.
monocytogenes, alguns trabalhos realizados tém comprovado o efeito dessa técnica
sobre a bactéria presente em biofilmes (ROBBINS et al., 2005; KORANY et al., 2018;
MARINO et al., 2018) ou em alimentos (WADE et al., 2003; KIM et al., 2006; YUK et
al., 2007). Entretanto, nessas pesquisas, a agua foi utilizada imediatamente depois da
ozonizacao, diferentemente da metodologia adotada no presente estudo.

A inativacdo dos microrganismos esta associada a alteracdes na
permeabilidade da membrana e integridade celular, podendo ocorrer a lise e
consequentemente, comprometimento da viabilidade da célula microbiana
(THANOMSUB et al., 2002). O ozbnio é capaz de oxidar constituintes vitais, tais como
acidos graxos insaturados da membrana celular ou parede celular, além de elementos
do contetdo celular, como acidos nucléicos e enzimas (PASCUAL et al., 2007
CULLEN et al., 2009),

E importante destacar, todavia, que a inativagdo de L. monocytogenes por agua
ozonizada se mostrou dependente do pH inicial (Tabela 2). Enquanto que para o pH
inicial de 8,2 foi possivel controlar satisfatoriamente L. monocytogenes com a agua
ozonizada e armazenada por até 24 h, a 7 °C, para os periodos de exposicao de 3 e
6 min, a mesma eficacia ndo foi observada para a agua com pH inicial 4,0. Para a
agua com pH inicial 4,0, o controle efetivo de L. monocytogenes foi possivel somente
guando se utilizou a agua imediatamente depois da ozoniza¢do. Esse comportamento
pode ser justificado pela redugdo mais acentuada da concentracdo do ozénio na agua
com pH inicial 4,0, durante o tempo de armazenamento a 7 °C (Figura 1 e Tabela 3).
Além disso, para o pH inicial 4,0, observou-se reducao expressiva do potencial redox
durante o armazenamento da agua ozonizada sob refrigeracdo (Tabela 5). E

importante salientar que, de acordo com Jardim (2004), maior potencial redox na agua

40



pode ser justificado pelas maiores concentracdes de o0zbnio na agua ozonizada
armazenada sob refrigeracéo, quando se adotaram os pH’s iniciais de 8,2 e 7,0.

Conforme mostrado na Figura 1, houve diferenca expressiva na reducao da
concentracdo de ozbnio na agua quando se compararam as curvas referentes aos
diferentes pH’s iniciais. E importante mencionar que a decomposi¢édo do 0zonio em
meio aquoso é influenciada por diversos fatores, dentre 0os quais temperatura e pH,
além de reagentes ou solugdes tampao utilizados para atingir os diferentes pH’s
(GARDONI et al., 2012),

Ressalta-se que no presente estudo; a dgua ozonizada foi armazenada na
temperatura de 7 °C, sendo que a medida que se reduz a temperatura, 0 processo de
decomposicdo do 0zbénio na agua se torna mais lento (HEWES e DAVIDSON, 1971,
GARDONI et al., 2012). Dessa forma, a temperatura de armazenamento contribuiu
para a decomposicdo mais lenta do 0zonio na agua.

Um fator que certamente contribuiu para acentuar as diferengas nas taxas de
decomposicdo do 0zdnio na dgua e consequentemente nas meias vidas (Tabela 4)
foram os compostos utilizados para ajustar os pH’s iniciais na agua, A decomposicéo
mais acelerada do 0zénio na agua com pH inicial 4,0 justifica os resultados obtidos no
gue se refere ao controle de L. monocytogenes (Tabela 2). Para ajustar o pH 4,0 foi
utilizado acido citrico, e para os pH’s 7,0 e 8,2, utilizou-se bicarbonato de sodio.

A tendéncia observada no presente estudo no gque se refere a decomposicao
do ozd6nio na agua, para os pH’s iniciais da agua de 8,2 e 7,0, seguiu o indicado pelos
relatos encontrados na literatura. Tem-se que a medida que se eleva o pH, a
decomposicdo do 0zdnio na dgua é acelerada (STAEHELIN; HOIGNE 1985; HOIGNE,
1988; GARDONI et al., 2012). Essa tendéncia foi verificada quando se compararam
as meias vidas do oz6nio obtidas nas aguas com pH 7,0 (1,08 h) e pH 8,2 (0,76 h).
Por outro lado, a menor meia vida do ozénio foi obtida para a agua com pH inicial de
4,0 (0,22 h). Esses resultados podem ser justificados pelo fato de se utilizar
bicarbonato de sddio para ajustar os pH’s da agua de 7,0 e 8,2 (BELTRAN, 2004;
RODRIGUEZ et al., 2008),

Hoigné (1988) afirmou que o ozbnio € mais estavel em agua contendo ions
bicarbonato. Esses ions sao classificados como inibidores, no que se refere ao
mecanismo de decomposi¢cdo do 0z6énio em meio aquoso (GARDONI et al., 2012).

Ainda de acordo com esses autores, essas substancias classificadas como inibidores
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reagem com radical hidroxila (OH*), mas nao convertem esses radicais em OE’/OH;
(radicais superoxidos). Por outro lado, para ajustar o pH da agua em 4,0, utilizou-se
acido citrico. Apesar de que Hirahara et al. (2019) afirmaram que o acido citrico pode
prolongar a meia vida do 0zonio em meio aquoso, 0s resultados obtidos no presente
estudo indicaram maior meia vida na agua com pH mais alto, ajustado com
bicarbonato de sodio,

Outro fator que € importante ser destacado € que no presente estudo foi
utilizada agua do sistema de distribuicdo e classificada como potéavel, de acordo com
a legislacdo brasileira. Em geral, agua destilada foi utilizada nas pesquisas ja
realizadas e que apresentam certa similaridade metodol6égica com o presente estudo.
De acordo com a legislacdo brasileira, para agua tratada disponivel no sistema de
distribuicdo (reservatorio e rede), sdo considerados os parametros, tais como, cor
aparente (<15 mg Pt-Col/L) e turbidez (<5,0 NTU) (BRASIL, 2017),

5. CONCLUSOES

De acordo com os resultados obtidos é possivel concluir que: i) o pH inicial da
agua afeta a eficacia da agua ozonizada no controle de L. monocytogenes; ii) a agua
ozonizada com pH 4,0 nédo é efetiva para a inativacao de L. monocytogenes, quando
armazenada a 7 °C, por periodo igual ou superior a 6 h; é viavel a utilizacdo de agua
ozonizada armazenada a 7 °C, por até 24 h, para inativacdo de L. monocytogenes,

quando adotados pH’s iniciais 7,0 e 8,2, ajustados com bicarbonato de sodio.
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AGUA OZONIZADA ARMAZENADA SOB REFRIGERACAO NA INATIVACAO DE
Salmonella Typhimurium

RESUMO

O presente trabalho teve como objetivo verificar a efichcia da dgua ozonizada no
controle de Salmonella Typhimurium (ATCC® 14028), adotando-se diferentes
combinacdes de pH, tempo de contato e tempo de armazenamento sob refrigeracao.
Utilizou-se agua com pH’s de 6,0, 6,2, 7,0 e 8,2 e armazenada a 7 °C. Para a obtencéo
da &gua ozonizada, adotou-se concentracdo de entrada do gas de 30 mg L' e uma
vazédo de 0,5 L min -, por 15 min. Os tempos de armazenamento da 4gua ozonizada
avaliados foram 0, 6, 12, 18 e 24 h. A cinética de decomposic¢ao do ozénio foi avaliada.
Os tempos de contato de Salmonella Typhimurium com a 4gua ozonizada foram 3 e
6 min. A dgua com pH 7,0 apresentou o menor tempo de meia vida do ozénio que foi
de 3,84 h (230,4 min) e a 4gua com pH de 6,0 apresentou a maior meia vida de 7,50
h (450 min). Em geral a 4gua ozonizada e armazenada a 7 °C se mostrou eficaz no
controle de Salmonella Typhimurium, sobretudo nos valores de pH da agua de 8,2 e
7,0. Conclui-se que o pH inicial da agua afeta a eficacia da Agua ozonizada no controle
de Salmonella Typhimurium. Além disso, pode-se afirmar que € viavel a utilizacdo da
agua ozonizada armazenada a 7 °C, por até 24 h, na inativagcdo de Salmonella

Typhimurium, quando adotados pH’s iniciais de 7,0 e 8,2.

Palavras-chave: Ozoniza¢ao; Salmonella Typhimurium; Inativacdo Bacteriana; Efeito

do pH; Concentracao de ozonio.
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OZONATED WATER STORED UNDER REFRIGERATION IN INACTIVATION OF

Salmonella Typhimurium

ABSTRACT

The present study aimed to verify the effectiveness of ozonated water regarding the
control of Salmonella Typhimurium (ATCC® 14028), adopting different pH, contact time
and storage time combinations, under refrigeration. Waters with pH's of 6.0, 6.2, 7.0
and 8.2 and stored at 7 °C were used. To obtain the ozonated water, a gas inlet
concentration of 30 mg L't and flow rate of 0,5 L min - was used for 15 min. The storage
times of the ozonated water evaluated were 0, 6, 12, 18 and 24 h. The kinetics of ozone
decomposition was evaluated. The contact times of Salmonella Typhimurium with the
ozonated water were 3 and 6 min. Water with pH 7.0 had the shortest half-life of ozone,
which was 3.84h (230.4 min) and water with pH 6.0 had the longest half-life of 7.50 h
(450 min). In general, ozonated water stored at 7 °C proved to be effective in controlling
Salmonella Typhimurium, especially in pH of 8.2 and 7.0 waters. It is concluded that
the initial pH of the water affects the effectiveness of the ozonated water in controlling
Salmonella Typhimurium. In addition, it can be said that it is feasible to use ozonated
water stored at 7 °C for up to 24 hours aiming the inactivation of Salmonella

Typhimurium when initial pH's of 7.0 and 8.2 are adopted.

Keywords: Ozonation; Salmonella Typhimurium; Bacterial Inactivation; pH effect;

0zone concentration.
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1. INTRODUCAO

Salmonela spp. € um dos mais importantes patégenos de origem alimentar, séo
bactérias Gram-negativas e ndo formadoras de esporos. Salmonella Typhimurium € o
sorotipo mais frequentemente isolado, representando aproximadamente 35% dos
isolados humanos relatados. A Salmonella Typhimurium é um dos principais
sorovares generalistas, frequentemente isolado de carnes suina, bovina, aves e

pescados em todos os continentes (NGUYEN et al., 2014).

No Brasil, a Salmonella tem sido o primeiro ou segundo patdégeno mais isolados
em casos de surtos de doencas de origem alimentar (SERIBELLI et al., 2021). O CDC
(Centers for Disease Control and Prevention) estima que ocorrem anualmente nos
Estados Unidos 1,35 milhdes de infecgbes, com 26.500 internacdes e 420 mortes
devido a ingestéo de alimentos contaminados com Salmonella (CDC 2016). A maioria
dos casos de gastroenterites ocorrem sem necessidade de hospitalizacdes e
frequentemente sem a identificacdo do agente causal, o que leva a acreditar que os
casos de salmoneloses em seres humanos sejam subestimados, sendo a
subnotificacdo de casos de surtos de doencas de origem alimentar um problema
mundial (SHINOHARA et al., 2008).

Embora seu habitat primario, seja o trato intestinal de animais, homens e até
insetos, ocasionalmente, a Salmonella pode ser encontrada em outras partes do
corpo. As células sdo excretadas pelas fezes e podem ser transmitidas para um
grande numero de locais. Quando alimentos ou dguas contaminadas sao consumidos
por humanos e animais estes microrganismos sdo novamente eliminados com as
fezes dando continuidade ao ciclo desta espécie na natureza (FAULA; SOARES e
DIAS, 2015),

A infeccdo € causada pela ingestdo de alimentos que contenham ndameros
elevados de células, em torno de 107 a 10° células/g, embora existam relatos de
salmoneloses provocadas pela ingestédo de alimentos com 100 a 15.000 células/g. Os
sintomas surgem entre 12 a 14 h e consistem em nauseas, vomitos, dores abdominais,
cefaleia, calafrios e diarreia. A severidade da doenca € dependente da espécie e do
individuo afetado, sendo criancas, idosos e imunodeprimidos mais sensiveis
(CARNEIRO et al., 2015).
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Além da patogenicidade a Salmonella também tem habilidade de formar
biofilmes nos locais de processamento de alimentos nas industrias alimenticias. Estes
biofilmes podem diferentes problemas no ambiente de processamento e se torna uma
permanente fonte de contaminacéo dos alimentos por espécies patogénicas como a
Salmonella (NGUYEN e YUK, 2013; PANEBIANCO; RUBIOLA e DI CICCIO, 2022).
Biofilmes € um complexo ecossistema microbiano formado por uma ou mais espécies
em funcéo do tipo de industria e 0s componentes presentes nestas estruturas ajuda
na adesdo a superficie e contribui para que 0S microrganismos presentes nos
biofilmes tenham uma alta persisténcia e resisténcias aos agentes sanificantes
normalmente utilizados (GALIE et al., 2018; PANEBIANCO; RUBIOLA e DI CICCIO,
2022).

Diante do aumento da resisténcia dos microrganismos presentes em biofilmes
aos sanificantes tradicionalmente utilizados em industrias, alternativas para a
prevencdo e eliminacdo dos biofiimes tem sido pesquisadas e o o0zbdnio (potente
oxidante), tem se mostrado um agente quimico com uma alta eficiéncia na inativacéo
de diferentes microrganismos, incluindo aqueles presentes em biofilmes (GALIE et al.,
2018; PANEBIANCO; RUBIOLA e DI CICCIO, 2022).

Tendo em vista a patogenicidade das espécies do género Salmonella, é
fundamental que sejam utilizados métodos de inativacdo desses microrganismos.
Dentre os métodos tradicionais de inativagdo dos microrganismos, destaca-se 0 uso
de compostos clorados (SHINOHARA, et al., 2008; SILVA et al., 2011; NATH et al.,
2014). No entanto, os compostos clorados podem formar residuos que sao prejudiciais
a saude, tais como: trihalometanos, acidos haloacéticos, compostos organoclorados
e diminuicdo da eficiéncia sob alguns microrganismos (SAO JOSE, 2017). Como
alternativa a esse método, tem-se a ozonizacao, que tem sido testada para inativacao
de microrganismos em alimentos de origem animal, vegetal, sanitizacdo de
equipamentos, dentre outros (KIM, YOUSEF e DAVE, 1999; SILVA et al., 2011). O
o0zoOnio é considerado um sanitizante ecologicamente correto, pois se decompdem em
produtos atdxicos, ndo deixando residuos em alimentos e superficies e apresenta
baixo impacto ambiental (PANEBIANCO; RUBIOLA e DI CICCIO, 2022).

O oz6nio se destaca pelo seu elevado potencial oxidativo (2,07 mV),

apresentando comprovada eficacia na inativacéo de bactérias, fungos, virus, parasitas
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além de inativacdo de toxinas e moléculas de defensivos agricolas (SILVA et al., 2011,
NATH et al., 2014; KAAVYA et al., 2021). O 0zonio pode ser utilizado na forma gasosa
ou em meio aquoso, destacando-se pela sua instabilidade e degradacdo em composto
nao toéxico, que é o oxigénio (KIM, YOUSEF e DAVE, 1999; NATH et al., 2014). Em
meio aquoso, algumas variaveis sdo importantes para a instabilidade do ozonio, tais
com pH, temperatura e presenca de matéria organica (KIM, YOUSEF e DAVE, 1999;
SILVA et al., 2011).

Apesar de serem encontrados na literatura diversos relatos sobre o uso do
0zOnio no controle de microrganismos em meio aquoso, em geral 0os estudos sao
restritos ao uso da agua imediatamente depois da ozoniza¢do. H4 somente um relato
em que foi avaliado o efeito de agua ozonizada e armazenada sob refrigeracdo no
controle de Listeria monocytogenes, bactéria Gram-positiva, realizado por Rezende et
al. (2021). Diante do exposto, objetivou-se com esse estudo determinar a eficacia da
agua ozonizada e armazenada sob refrigeracdo na inativacdo de Salmonella
Typhimurium, em funcdo de diferentes combinacdes de pH da agua, tempo de

armazenamento e tempo de contato.

2. MATERIAL E METODOS
2.1 Cepa bacteriana e preparacéo do inéculo

Foi utilizada cepa de Salmonella Typhimurium (ATCC® 14028), proveniente da
colecdo do Laboratério de Analise de Leite e Derivados armazenada a -80 °C. Trés
tubos eppendorfs estéreis contendo uma mistura de 30% de glicerol e 70% de Caldo
Tripticase Soja (TSB, pH 7,3 + 0,2) foram inoculados por esgotamento de algca de 10
ML com a cepa de Salmonella Typhimurium. Estes tubos foram acondicionados em
caixa de fibra de papelao armazenada a -80 °C e usada exclusivamente para este
estudo. As células foram reativadas em caldo TSB a 37 °C, por 24 h.

Apds a montagem da cole¢édo da cepa de Salmonella Typhimurium para este

estudo o preparo do indculo foi realizado conforme o descrito em 2.1 do Capitulo I.

2.2 Geracao do gas 0z06nio e obtencdo da agua ozonizada
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O gas ozonio foi produzido por um gerador com concentrador de oxigénio
acoplado (Modelo 0&L 3,0-O2-RM, da Ozone & Life, Sdo José dos Campos, Brasil),
gue produz o gas baseado no método de Descarga por Barreira Dielétrica (DBD). A
concentragdo de entrada do gas foi de 30 mg L ! e vazdo de 0,5 L min 1.

Para a obtencdo da agua ozonizada procedeu-se como o descrito no item 2.2
do Capitulo I. Ressalta-se que no presente estudo foi utilizada agua destilada em
substituicdo a agua da rede de abastecimento. Adotaram-se quatro valores de pH da
agua para a ozonizagao: 6,0, 6,2, 7,0 e 8,2. Para ajustar o pH da agua em 6,0, utilizou-
se acido citrico p.a. (CsHsO7) e bicarbonato de sodio p.a. (NaHCO3) para ajustar os

pH’s da agua para 7,0 e 8,2.

2.3 Avaliacdo da &gua ozonizada com diferentes pH’s iniciais na inativagdo de

Salmonella Typhimurium

Para a avaliacdo da eficacia do ozénio dissolvido na agua no controle de
Salmonella Typhimurium, aliquotas de 1,0 mL da suspensdo com aproximadamente
3,0 x10* UFC/mL foram transferidas para tubos contendo 9,0 mL de 4gua ozonizada,
nas diferentes combinacdes de pH (6,0, 6,2, 7,0 e 8,2) e tempo de armazenamento
(O, 6, 12, 18 e 24 h) da agua. Para a contagem de Salmonella Typhimurium, utilizou-
se plagqueamento em superficie em Agar Salmonella Shigella (Marca KASVI,
Espanha) de uma aliquota de 0,1 mL. O procedimento de homogeneizacéo,

inoculacao e incubacdo foi realizado como o descrito no item 2.3 do Capitulo |.

2.4 Determinacéo da concentracdo residual do ozénio na agua com diferentes pH’s
iniciais e cinética de decomposicéo

A determinagéo da concentragdo residual de ozonio foi realizado conforme
descrito no item 2.4 do Capitulo I. Neste estudo, os dados de concentracao residual
do ozbnio na agua, ajustou-se aos modelos cinéticos de ordem zero, primeira ordem
e segunda ordem (WRIGHT, 2004). As equacdes diferenciais, as equacodes integradas
e linearizadas referentes aos trés modelos e respectivas meia-vidas, apresentam-se

na Tabela 1.

56



Tabela 1. Modelo de cinética de decomposi¢cdo de ordem 1 e respectiva equacao

integrada e linearizada e respetiva meia-vida

Equacéo Equacéo Integrada e
Ordem Meia-vida
Diferencial Linearizada
dC Co
O E= 'k C= Co'kt t1/2 = ﬁ(
dC In(2)
1 —=. INC=In Cy-kt typ= ——
m kC 0 1/2 K
dC 2 1 1 1
—_— - _—= — t = —
2 dt kC C CO +kt 1/ kCo

C = concentracdo de O3 (mg L1); t = tempo (h); k = constante da taxa de decomposicéo; e; Co =
Concentragdo inicial de Oz (mg L1).

2.5 Procedimento experimental

Adotou-se o Delineamento Inteiramente Casualizado, com trés repeticdes. Na
avaliacdo da eficacia da agua ozonizada no controle de Salmonella Typhimurium,
adotou-se esquema fatorial 8 x 2 x 5, sendo oito tratamentos (Agua ozonizada com 0s
pH’s 6,0, 6,2, 7,0 e 8,2, e os respectivos controles), dois tempos de contato (3,0 e 6,0
minutos) e cinco tempos de armazenamento (0, 6, 12, 18 e 24 h), além de estatistica
descritiva na andlise dos dados. Para a obtencdo das equacfes de regressao e
plotagem dos gréaficos referentes a cinética de decomposi¢cdo do o0zénio na agua,

utilizou-se o Software SigmaPlot v.10 (Systat Software Inc., Alemanha).
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3. RESULTADOS

3.1 Contagem de Salmonella Typhimurium em func&o de diferentes combinac¢des de

pH inicial e tempo de armazenamento da agua ozonizada e tempo de contato

Os valores médios (log UFC mL) da contagem de Salmonella Typhimurium
apos a exposicado a agua ozonizada (3 e 6 min) ajustada a diferentes valores de pH,
armazenada por até 24 h sob refrigeracdo a 7 °C séo apresentados na Tabela 2. As
menores contagens de Salmonella Typhimurium (Tabela 2) foram obtidas, sobretudo
nas aguas ozonizadas com pH’s ajustados com bicarbonato de sodio (8,2 e 7,0).
Nestes valores de pH, obteve-se contagem inferior a 1,0 log UFC mL™*. Esses
resultados indicaram reducéo superior a 2,0 ciclos log na contagem da Salmonella
Typhimurium.

Nos tratamentos controle, considerando todos os valores de pH, combinacdes
de periodo de armazenamento e tempo de contato, foram obtidas contagens igual ou
superior a 3,10 log UFC mL?. Reducdes inferiores a 1,0 log UFC mL* foram
encontradas quando se adotou os pH’s iniciais de 6,2 (sem ajuste) e 6,0 (ajustado

com &cido citrico).
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Tabela 2. Contagem de Salmonella Typhimurium (log UFC/mL) exposta a agua

ozonizada com diferentes pH’s armazenada a 7 °C, por até 24 h, em diferentes tempos

de contato
Tempo de contato (min)
3,0
Tempo de Controle Agua Controle Agua
armazenamento (h) ozonizada ozonizada
pH 8,2
0 3,49 + 0,06 <1,0* 3,57 £ 0,02 <1,0*
6 3,37 £0,03 <1,0* 3,43 +0,02 <1,0*
12 3,23+£0,05 <1,0* 3,35+ 0,05 <1,0*
18 3,31+0,01 <1,0* 3,36 + 0,04 <1,0*
24 3,24 £ 0,03 <1,0* 3,24 +£0,01 <1,0*
pH 7,0
3,41+ 0,00 <1,0* 3,39+0,01 <1,0*
6 3,36 £ 0,04 <1,0* 3,42 +£0,04 <1,0*
12 3,38+£0,01 <1,0* 3,38 £ 0,02 <1,0*
18 3,39+£0,02 <1,0* 3,42 £ 0,02 <1,0*
24 3,29 £ 0,03 <1,0* 3,33+0,03 <1,0*
pH 6,2
3,38 £ 0,02 <1,0* 3,44+ 0,01 <1,0*
6 3,39+£0,02 <1,0* 3,40+0,01 <1,0*
12 3,37+£0,01 <1,0* 3,39+0,01 <1,0*
18 3,37+0,01 2,22+0,09 3,35+0,01 2,09 + 0,06
24 3,37+0,02 2,59+0,04 3,37 £ 0,02 2,53 +0,05
pH 6,0
3,12+ 0,08 <1,0* 3,10+ 0,10 <1,0*
6 3,38 £0,02 <1,0* 3,40 £ 0,02 <1,0*
12 3,49+£0,01 <1,0* 3,49 + 0,04 <1,0*
18 3,48 £ 0,04 <1,0* 3,50 £ 0,02 <1,0*
24 3,41+£0,03 2,73+0,04 3,47 £ 0,01 2,73+0,03

* Dados estimados.
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3.2 Concentragao residual do ozdnio na agua com diferentes pH’s iniciais e cinética

de decomposicédo a 7 °C

Na Figura 2, sdo apresentadas as curvas de regressdo referentes as
concentragfes residuais do ozbnio na agua com diferentes pH’s iniciais e
armazenadas por 24 h, a 7 °C. Verificou-se redugcédo da concentracéo residual do
ozobnio, sendo essa tendéncia menos acentuada na agua com pH inicial de 6,0,
ajustado com acido citrico. Apresentam-se na Tabela 3, as equacdes de regressao

para concentracao residual de 0zonio na agua ozonizada com diferentes pH’s iniciais

e armazenada por 24 h, a 7 °C e os respectivos coeficientes de determinacao.
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Figura 2. Curvas de regressdo de concentragdo residual do ozénio (mg L) em agua

com diferentes pH’s iniciais e armazenadas por 24 h, a 7 °C.
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Tabela 3. Equacdes de regresséo e respectivos coeficientes de determinacdo para

concentracéo residual do ozoénio do oz6nio (mg L*) em agua com diferentes pH’s

iniciais e armazenadas por 24 h,a 7 °C

pH inicial Equac0bes de regressao R? EPE
6,2 (sem ajuste) g = 5,53379('0’1499*") 0,99 0,1788
6,0 (ajustado acido citrico) g = 7,25669('0’0788*") 0,98 0,4400
7,0 (ajustado bicarbonato de sddio) g= 5 4413¢(0:2315%) 0,99 10,1183
8,2 (ajustado bicarbonato de s6dio) g= 6,70729('012068*X) 0,99 0,3715

EPE - Erro padrdo da estimativa
n — trés repeticdes

* Significativo a 5% de probabilidade

Na Tabela 4 sdo apresentadas as equacgdes de regressao para concentracao

residual de ozonio referentes aos modelos de cinéticos de ordem zero, primeira ordem

e segunda ordem, considerando-se diferentes pH’s, combinacdes de periodo de

armazenamento e tempo de contato.

O modelo cinético de primeira ordem foi o que apresentou melhor ajuste aos

dados de concentracéo residual do 0zonio, nas diferentes condi¢des, considerando-

se 0 coeficiente de determinacdo. Na Figura 3, tem-se as curvas de regressao

referentes ao modelo cinético de primeira ordem para concentracdo residual do

ozonio.
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Tabela 4. Modelos cinéticos de ordem zero, primeira ordem e segunda ordem e

respectivos coeficientes de determinacéo, para concentragéo residual do ozonio (mg

L1) em aguas com diferentes pH’s iniciais e armazenadas por 24 h, a 7 °C

o Equac0bes de Meia-vida
pH inicial Ordem . R?2 EPE
regressao (h)

0 ¥=4,3133-0,2017*x 0,78 1,1861 13,83
6,2 (sem ajuste) 1 §=1,5455-0,1190*x 0,97 0,2245 5,82
2 § =-0,0955 + 0,1219*x 0,94 0,3217 1,47
_ 0 y =6,6400 - 0,2659*x 0,96 0,5804 13,31

6,0 (ajustado &cido
o 1 y =2,0658 - 0,0923*x 0,97 0,1747 7,50

citrico)
2 y =-0,0018 + 0,0436*x 0,89 0,1650 3,24
. 0 §=3,8740-0,1995"x 0,69 1,4528 13,66
7,0 (ajustado
_ o 1 y=1,5264 - 0,1807*x 0,98 0,2222 3,84
bicarbonato de sédio)
2 y =-0,3297 + 0,2585*x 0,91 0,7932 0,71
0 y =4,8400 - 0,2358*x 0,68 1,7590 14,33
8,2 (ajustado
_ _ 1 y=1,5882-0,1286*x 0,95 0,3151 4,82
bicarbonato de sédio)

2 y=-0,1739 + 0,1437x 0,94 0,4018 1,03

EPE — Erro padréo da estimativa

n — trés repeticdes

* Significativo a 5% de probabilidade
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41 @ pH-6,2/sem ajuste
O pH - 6,0/ ajuste com acido citrico
34 v pH-7,0/ ajuste com bicarbonato de sddio
A pH - 8,2/ ajuste com bicarbonato de sédio
2

o

1
—_

1
N
!

(concentracao residual de ozénio - mg/L)

0 6 12 18 24

In

Tempo (h)
Figura 3. Curvas de regresséo referentes ao modelo cinético de primeira ordem para
concentracdo residual do ozénio do ozénio (mg L?) em agua com diferentes pH’s

iniciais e armazenadas por 24 h, a 7 °C.

A maior meia vida foi obtida na agua onde se adotou o pH inicial de 6,0
(ajustado com acido citrico), sendo equivalente a 7,50 h (450 min) (Tabela 4). Por
outro lado, a menor meia vida do ozénio foi verificada na agua em que se adotou pH
inicial de 7,0 (ajustado bicarbonato de sodio), sendo igual a 3,84 h (230,4 min).

E importante mencionar que para os célculos de meia vida referentes aos
modelos de ordem zero e de segunda ordem, foram consideradas as concentracoes
iniciais do oz6nio obtidas e equivalentes a 5,58, 7,08, 5,45 e 6,76 mg L™, para os pH’s

iniciais da agua de 6,0, 6,2, 7,0 e 8,2, respectivamente.

3.3 pH e potencial redox da agua ozonizada com diferentes pH’s iniciais e

armazenadas a 7 °C

Na Tabela 5 sdo apresentados os valores médios do pH e do potencial redox
das é&guas ozonizadas, considerando todos os valores de pH e periodo de
armazenamento a 7 °C por até 24 h. Verificou-se elevagdes nos valores de pH para
7,6 e 6,7, nas aguas com pH’s iniciais de 7,0 e 6,2, respectivamente, imediatamente

apos a ozonizacdo. Verificou-se valores de pH iguais a 7,0 e 6,0 para as aguas com
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pH inicial de 7,0 e 6,2, respectivamente, ap0s 24h de armazenamento refrigerado. No

gue se refere ao potencial redox, verificou-se valores maiores do que 1999 mV (limite

maximo do equipamento) em todas as amostras de aguas logo apds a ozonizacgao.

Em geral, houve reducao do potencial redox da agua submetida a ozoniza¢éo durante

0 armazenamento a 7 °C, exceto quando se adotou pH inicial de 6,0 (ajustado com

bicarbonato de sddio). Nessa condigéo, o potencial redox da 4gua permaneceu maior

que 1999 mV.

Tabela 5. Média dos valores de pH e potencial redox de agua ozonizada com

diferentes valores de pH inicias armazenadas por até 24 h

Tempo de armazenamento (h)

pH inicial 0 6 12 18 24
pH
8,2 79+0,1 8,0+0,1 8,0+0,1 8,1+0,1 8,1+0,1
7,0 76+0,1 7,1+0,1 7,0+0,1 70+0,1 7,0+0,1
6,2 6,7+0,1 6,0+0,1 6,0+0,1 6,0+0,1 6,0+0,1
6,0 57+0,1 56+0,1 56+0,1 56+0,1 56+0,1
Potencial redox (mV)

8,2 >1999* >1999* >1999* 1442 +0,1 1323+1,4
7,0 >1999* >1999* 1881 +05 1712+0,1 1501+0,5
6,2 >1999* >1999* >1999* 1941 +0,1 1883+0,1
6,0 >1999* >1999* >1999* >1999* >1999*

* Dados estimados; limite maximo do equipamento — 1999 mV.

n = 3 repetices da amostra.
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4. DISCUSSAO

No presente estudo avaliou-se a eficacia da agua ozonizada com diferentes
pH’s iniciais e armazenada sob refrigeracdo (7 °C) por até 24 h, no controle de
Salmonella Typhimurium, além da cinética de decomposi¢céo do gas 0z6nio na agua.
As aguas ozonizadas e armazenadas a 7 °C, por até 24 h, apresentaram eficacia na
inativacao de células de Salmonella Typhimurium, sobretudo nos tratamentos com as
aguas com pH’s iniciais de 8,2 e 7,0 (Tabela 2). Destaca-se que os valores na
contagem de Salmonella Typhimurium permaneceram abaixo de 1,0 log UFC/mL
nestes tratamentos, independentemente do tempo de exposi¢ao (3 ou 6 min). Esses
resultados s&o similares aos obtidos por Rezende et al. (2021) que determinaram a
efichcia da agua ozonizada e armazenada sob refrigeracdo no controle de Listeria
monocytogenes, em fungdo do pH. Esses autores verificaram maior eficacia quando
adotaram pH incial da 4gua de 8,2 e 7,0. Ressalta-se que no presente estudo foi
utilizada agua destilada, diferentemente da pesquisa realizada por Rezende et al.
(2021) que utilizaram agua da rede de distribuicdo, que possuia cloro residual livre.

A capacidade do ozoénio de inativar microrganismos pode ser explicada pela
acdo desse gas na membrana e na parede celular, ocasionando alteragdes na
permeabilidade dessas estruturas e podendo provocar lise celular, e
consequentemente extravasamento do conteudo celular (THANOMSUB et al., 2002;
KIM et al., 1999). Diversos autores ja comprovaram o potencial do 0z6nio de inativar
bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, formas vegetativas e esporuladas (KIM
et al.,, 1999; KHADRE et al., 2001; SILVA et al., 2011; PHAEPHIPHAT e
MAHAKARNCHANAKUL, 2018; SUN et al., 2022).

Os resultados obtidos no estudo confirmaram a viabilidade do uso de agua
ozonizada armazenada sob refrigeracdo para a inativacdo de Salmonella
Typhimurium. Nesse sentido, a agua ozonizada refrigerada e armazenada por até 24
h apresenta potencial para uso na sanitizagdo de alimentos ou na superficie de
equipamentos na industria de alimentos, em especial no controle de microrganismos
gue sao capazes de aderir a superficies e formar biofilmes. Destaca-se que
Salmonella Typhimurium é uma das espécies bacterianas que se destaca pela
capacidade de aderir a superficies e formar biofilmes, em materiais tais como acrilico
e aco inoxidavel (NGUYEN et al., 2014).
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E importante mencionar os resultados obtidos quando se utilizaram &agua
ozonizada com pH inicial 6,2 (sem ajuste de pH) e 6,0 (ajustada com acido citrico).
Nessas condi¢cfes, a agua ozonizada ndo se mostrou promissora no que se refere ao
controle de Salmonella Typhimurium, quando se adota periodo de armazenamento de
24 h. Esses resultados podem ser justificados pelo efeito do pH na decomposicéo do
0z6nio em meio aquoso. O mecanismo de decomposi¢cdo do 0zbénio na dgua ainda
nao foi completamente elucidado, sendo que alguns cenarios ja estudados indicaram
estabilidade/decomposicdo do ozénio em radicais hidroxila e oxigénio (GARDONI et
al., 2012). No que se refere ao efeito do pH, quando se tem um meio &cido, a acdo do
0z6nio molecular € predominante. Por outro lado, a medida que se eleva o pH, a
formacdao de radiciais € favorecida, em especial de radicais hidroxila (KIM et al., 1999;
GOTTSCHALK et al., 2000; KHADRE et al., 2001; GARDONI et al., 2012). Salienta-
se que, quando se utilizou dgua com pH 7,0 (ajustado com bicarbonato de sodio),
apesar do menor tempo de meia vida do 0zénio no meio, verificou-se controle efetivo
de Salmonella Typhimurium. Em faixas de pH acima de 7,5, a formacao de radicais
hidroxila é favorecida, o que pode contribuir para a inativacdo dos microrganismos
(KIM et al., 1999).

Outros fatores sdo determinantes para a estabilidade do 0zdnio no meio aquoso
e consequentemente a eficicia no controle de microrganismos, tais como presenca
de carbono organico e inorganico e sais soltveis inorganicos (GARDONI et al., 2012).
No presente estudo foram utilizados bicarbonato de sddio e acido citrico para ajustar
o pH da agua.

O bicarbonato de sddio faz parte do grupo de substancias classificadas como
inibidores, no que se tange ao mecanismo de decomposi¢cdo do o0zénio em meio
aquoso (GARDONI et al., 2012). No que tange ao &cido citrico, Hirahara et al. (2019)
afirmaram que esse composto pode prolongar a meia vida do 0z6nio no meio aquoso.
Destaca-se que os resultados obtidos no presente estudo estdo de acordo com
Hirahara et al. (2019). Maior meia vida do oz6nio foi obtida quando se utilizou &cido
citrico para ajustar o pH da agua em 6,0. Por outro lado, Rezende et al. (2021)
obtiveram menor meia vida do 0z6nio em agua acidificada com acido citrico (pH =
4,0), em comparagdo com aguas com pH’s iniciais 8,2 e 7,0. Esses autores
justificaram esse resultado pelo fato de terem utilizado dgua da rede de distribuigéo,

gue continha cloro residual livre, que influencia a cinética de decomposi¢cao do 0zénio
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no meio aquoso. E importante mencionar que no presente estudo foi utilizada agua
destilada.

Quanto os pH e potencial redox da agua ozonizada e armazenada a 7 °C
(Tabela 5), verificou-se tendéncia semelhante a observada por Rezende et al. (2021).
Na &gua com pH inicial 7,0 (ajustado com bicarbonato de sodio), verificou-se elevagéo
do pH imediatamente depois da ozonizagdo com posterior reducao para 7,0, durante
0 armazenamento. Por outro lado, na agua com pH inicial 6,0 (ajustado com acido
citrico), observou-se reducdo para 5,6 e manutencédo desse valor por 24 h. Essa
tendéncia observada na agua com pH inicial de 6,0 pode ser explicada pelos
resultados referentes ao potencial redox. A ozoniza¢do da agua implica em aumento
do potencial redox e reducdo durante o armazenamento em determinadas condicfes
(FERREIRA et al.,, 2021; REZENDE et al. 2021). Salienta-se que de acordo com
Stumm e Morgan (1996), ha uma relacéo inversa entre pH e potencial redox em meio
aquoso. Nesse contexto, menciona-se que nao foi observada reducao do potencial
redox somente na agua com pH inicial 6,0, com os valores permanecendo superiores
a 1999 mV. Isso pode justificar a manutencdo do pH em 5,6 durante o

armazenamento da agua.

5. CONCLUSOES

Com este estudo é possivel concluir que: i) o pH inicial da agua afeta a eficacia
da &gua ozonizada no controle de Salmonella Typhimurium; ii) que é viavel a utilizacao
de 4gua ozonizada armazenada a 7 °C, por até 24 h, para inativacdo de Salmonella
Typhimurium, quando adotados pH'’s iniciais 7,0 e 8,2, ajustados com bicarbonato de

sédio.
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