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Introducéo

O uso do 0z6nio como um antimicrobiano seguro tornou-se notorio nas ultimas
décadas, principalmente devido a sua atividade altamente oxidativa, que o caracteriza como
um agente potencialmente biocida que atua sobre bactérias, fungos, virus e helmintos
(MARTINS et al, 2015). A acdo antimicrobiana do ozonio ocorre atraves do dano as
membranas celulares e oxidagdo das proteinas intracelulares, o que desencadeia a perda do
funcionamento da organela (SILVA et al., 2021). Ele inativa diversas bactérias, incluindo
gram-negativas e gram-positivas, células vegetativas e formas esporuladas, além de
componentes do envoltdrio celular, esporos fungicos ou capsideos virais, em concentragdes
relativamente baixas e em reduzido tempo de contato (SILVA et al., 2011).

O ozdnio possui um elevado poder de oxidacéo, ao que é atribuida sua acdo biocida,
ja que seu potencial de oxidacédo (+2,07) é superado apenas pelo fltior (+2,87) e pelo radical
hidroxila (+2,80), mas se sobressai em relacdo ao perdxido de hidrogénio (+1,77) e o
cloro(+1,36) (SILVA, 2018). Sua atuagdo na eliminacdo de microrganismos vem sendo
explorada em diversos campos como alimentacdo, tratamento de agua e esgoto, tratamento
de feridas, desinfeccdo de superficies e até mesmo nos tratamentos odontoldgicos. Portanto,
com tantas vertentes sendo estudadas, torna-se inegavel seu poder como agente biocida.

O ozbnio é uma forma alotrdépica do oxigénio, constituido por 3 a&tomos (O3z), que
possui caracteristicas como: gas instavel, diamagnético (ZANZARINI, 2017) e é produzido
naturalmente na estratosfera pela acdo fotoquimica dos raios ultravioleta sobre as moléculas
de oxigénio e pode ser sintetizado através de aparelhos de ozonizacdo (LIMA et al., 2021).

Recentemente tem havido uma busca por novos métodos de desinfeccéo que avaliam
o efeito descontaminante do Oz6nio (O3) em agua e ar contaminados por Staphylococcus
aureus, Pseudomonas auriginosas, Escherichia coli e Streptococcus faecalis, encontrando
resultados promissores na reducédo do potencial contaminante dos microrganismos, tanto no
ambiente em forma de aerossois, quanto na agua (TAMINATO, 2023).

O ozbnio vem sendo utilizado como desinfetante de agua ha muitos anos nos paises
europeus, onde € citado por Souza (2006) em sua tese de doutorado, como um potente oxidante
e desinfetante de elevada efetividade na inativagdo de microrganismos patogénicos de dificil
inativacdo, como oocistos de Cryptosporidium, no tratamento da &gua.

Seu efeito bactericida pode ser comprovado, também, pelo projeto desenvolvido no
Laboratorio de Microbiologia da Universidade Brasil, Campus Fernandépolis, onde ap6s
dois minutos de fumigacgéo de 0zonio, as bactérias usadas neste trabalho ndo resistiram a sua
acdo, onde previamente as placas de Petri utilizadas haviam sido contaminadas com cepas
padrdo de S. aureus e K. pneumonae (PEREIRA et al., 2018).

Esse mesmo efeito do 0zénio sobre os microrganismos, é citado por Borges, et al.
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(2017) no seu artigo sobre a cicatrizacao de feridas utilizando ozonio, onde afirma que, essa
pratica se justifica pelo efeito de morte oxidativa que o0 o0zbnio exerce sobre
microrganismos como Candida albicans e Staphylococcus aureus que sdo microrganismos
que, frequentemente, estdo relacionadas as infeccGes de feridas, reduzindo assim o tempo de
cicatrizacdo, ap0s reduzir a contaminacao.

Na pratica odontoldgica, o 0zonio, devido a sua potente acdo antimicrobiana, tem sido
proposto como uma alternativa antisséptica. As novas estratégias terapéuticas para
tratamento da infeccdo e inflamacdo consideram ndo apenas o poder antimicrobiano das
substancias utilizadas, como também a influéncia exercida sobre a resposta imune do
paciente (ANEXO RESOLUCAO CF0-166/2015).

Diversos processos da industria de alimentos sdo propicios a utilizacdo do ozonio,
como a ozonizagdo de produtos agricolas durante sua armazenagem/transporte e a sanitizacdo
da agua utilizada para lavar os alimentos, equipamentos e materiais das embalagens
(GRAHAM, 1997).

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi evidenciar a eficacia do uso desse agente na
eliminacdo de microrganismos, a partir de evidéncias praticas através de um método
desenvolvido para tal, sendo ele, uma coluna com borbulhamento de 0z6nio em uma solucéo
bésica e outra neutra.

O método utilizado foi desenvolvido baseando-se em uma coluna de absorcao, que,
geralmente, possui a forma de um cilindro fechado, onde sdo colocadas em contato as
fases liquida e gasosa, para que haja a transferéncia de massa, devido a forca motriz ali
existente (Pereira et al. 2008).

Material e Métodos

Para execucdo do projeto apresentado, foram realizadas algumas etapas desde a
determinacdo do método qualitativo de analise, a confec¢do de uma coluna de absorcao, em
escala laboratorial, adaptada para a finalidade de inativacdo de microrganismos em parceria
com o laboratério de microbiologia da Ulbra, preparo das culturas do Geobacillus
stearothermophilus (enddsporo utilizado nos testes), preparo das pecas que foram submetidas
a 0zonizacdo, andlises pré processos de ozonizacdo, analises de resultados apo6s a utilizacdo
da coluna de absorcdo com borbulhamento de ozénio em solucdo alcalina e em solugédo
neutra, comparacdo dos resultados obtidos em ambos o0s processos, conclusdes apos
comparativo.

O método qualitativo de analise de cultura bacteriana utilizado para avaliagdo da
eficicia da ozonizacdo, foi adaptado da normatécnica CETESB (P2.112 12 Edicdo Novembro
2016) e ANVISA (2013), e baseado na verificacdo qualitativa da dissertacdo de Sousa (2012)
em seu mestrado tratando de microbiologia aplicada.

Para a contaminacdo do material metélico escolhido (tesouras Mayo), que foi
submetido as ozonizagdes, foi preparado um meio de cultura liquido com caldo nutriente BHI
(Brain Heart Infusion Broth ou Caldo Cérebro Coracéo) para o crescimento do
Geobacillus stearothermophilus (endosporo muito resistente, escolhido para testar a eficacia
do 0z6nio) e apos, 0 microrganismo foi inoculado nesse meio. A contaminacéo foi realizada
com 1 mL do caldo de cultura puro sobre toda a superficie do material (tesoura Mayo) e
entdo, colocada em estufa a 30° C por 40 min para aderéncia microbiana ao material. O
processo foi realizado em triplicata, sendo, apos, identificados e embalados em pacotes de
tecido SMS.

Preparou-se também o meio de cultura sdlido (Agar Triptona e Soja--TSA) utilizado
para analisar qualitativamente o crescimento do Geobacillus stearothermophilus. Distribuiu-



E Z - ~ 63° Congresso Brasileiro de Quimica
v 30 05 a 08 de novembro de 2024
e Salvador - BA

se em placas de Petri estéreis, aguardando sua solidificacdo para semeadura das coletas.

A coleta foi feita com swab esteéril, imerso em 1 mL de solucdo de agua peptonada 0,1%
estéril e friccionado sobre toda a superficie da tesoura; apos, foi colocado no tubo contendo
a solucéo e realizado agitacdo para homogeneizacdo. Em seguida foi realizada a semeadura
sobre o0 agar nas placas de Petri e levado para incubacdo em estufa a 37° por 24h. Apds a
coleta, o material foi submetido a ozonizacéo.

Para os ensaios com a utilizacdo de ozo6nio, foi confeccionada uma coluna de
absorcéo a partir de um cilindro de PVC de 10cm de diametro e 50cm de altura com tampa
fixa na base e tampa movel no topo ( com um orificio no centro por onde pudesse passar 0
fio de nylon que serviu para manter o material a ser esterilizado suspenso) bem como, um
orificio no topo da coluna para entrada da mangueira de silicone ligada ao ozonizador na
extremidade externa e uma pedra porosa (para melhor difusdo do gas) na extremidade interna,
conforme visto na Figura 1:

Figura 1- Coluna de absorcao conectada ao ozonizador

Fonte: a autora, 2023

No primeiro ensaio, a coluna teve 4/5 de seu volume preenchido com uma solugéo
aquosa de hidroxido de sédio 0,1 mol/L (2,5L) e o borbulhamento de 0z6nio ocorreu de forma
ascendente. O ozo6nio utilizado no borbulhamento foi produzido pelo ozonizador da marca
CQJD Changjiu, com uma saida de ozénio de 2000mg/h (informacéao do fabricante), do tipo
Fotoirradiacdo por luz UV (140 a 190 nm).

Para proceder-se a esterilizagdo com ozo6nio, utilizou-se luvas e méscara, abriu-se o
pacote com a tesoura Mayo previamente contaminada e suspendeu-se a mesma pela
extremidade do fio de nylon (necessario para manter o material suspenso durante a
0zonizagdo e para poder ser manuseado sem ocorrer contaminagdo); foi mergulhada na
solucdo dentro da coluna de absorcéo e o fio preso na garra universal ; fechou-se a tampa da
coluna, ligou-se o ozonizador e foi acionado o cronémetro para que o borbulhamento
ocorresse durante 15 minutos. Decorrido o tempo de ozonizagéo, foram realizadas lavagens
com agua deionizada estéril para retirar a basicidade dos materiais jA que o processo da
ozonizagdo (ozonio + hidroxido de sodio) ocorreu em pH basico, em torno de 12, sendo,
assim, chamado de Processo Oxidativo Avangado (POA). Apos as lavagens, a tesoura foi
depositada dentro de embalagem previamente esterilizada, fechada e levada novamente para
secagem em estufa a 30° C por 40 min.

Apds o material (tesoura Mayo) passar pela ozonizacdo e secagem, foi realizada a
coleta, seguindo 0s mesmos passos da coleta inicial.
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No segundo ensaio realizado, o processo de ozonizagdo do material foi feito em uma
solucdo de pH 7, com agua deionizada esterilizada e 0z6nio, seguindo 0S mMesmos
procedimentos do borbulhamento com hidroxido de sodio. Dessa forma, ndo se
caracterizando mais como um POA, e podendo avaliar unicamente a acao do ozoénio.

A concentracao de ozbnio produzida pelo equipamento foi medida através do método
iodométrico, descrito na literatura (Standard Methods for the Examination of Water and
Wastewater, 2005, Método 2350E). Esse método consiste no borbulhamento de ozénio
durante 5 min dentro de um kitassato com capacidade para 2L, contendo 1,2L de solucgéo de
iodeto de potassio 2%. Esse frasco lavador de géas é conectado a outros dois frascos kitassatos
de 500 mL cada, contendo 200 mL de solucéo de iodeto de potassio 2% cada um. A conexao
entre eles ocorre em sequéncia, sendo o Ultimo, aberto para 0 ambiente. Apos o tempo de
borbulhamento do 0z6nio na solucdo de iodeto de potassio 2%, é retirado uma aliquota de
100 mL da solucéo e transferido para um Erlenmeyer de 250 mL, acidificada com 5 mL de
acido sulfurico 10% e realizada a titulacdo com tiossulfato de sédio 0,1N padronizado. A
titulacdo é realizada até o clareamento da solucdo amarela; na sequéncia é adicionado 1 mL de
amido 1%, surgindo, assim uma cor azul escura, entdo prossegue-se com a titulagdo até a cor
azul desaparecer e o liquido ficar transparente; anota-se o volume de tiossulfato necessario e
utiliza-se esses valores nas equacdes descritas no método, essas nuances de cor podem ser
observadas na Figura 2.

Figura 2--Nuances de cor durante a titulagéo

Fonte: a autora, 2023

Em posse da informag&o fornecida pelo fabricante sobre a vaz&do, também foi realizado
um teste de vazdo para confirmacdo de tal dado, utilizando-se um fluxdmetro de ar com
capacidade de até 15L/min, acoplado a saida de ar do aparelho de ozonizagéo.

Resultados e Discussdo
Ao finalizar os processos propostos, os resultados foram descritos.

Anélises pré e pos ozonizagdo em coluna de absorcao com hidroxido de
sodio

Ap6s 24h de incubagdo das Placas de Petri, contendo as coletas do processo de
ozonizagdo em meio alcalino, em estufa a 37° (+-2°), observou-se o resultado obtido na Figura
3.
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Figura 3- Resultado da amostra pré e pos borbulhamento de 0zénio em solugédo de
NaOH

Fonte: a autora, 2023

Como observado, na cultura realizada ap6s a coleta da superficie do material
contaminado e antes de ser realizada a 0zonizagdo, ocorreu crescimento do microrganismo
Geobacillus stearothermophilus em toda a superficie da placa, comprovando que o material
estava contaminado. J& na cultura p6s ozonizacdo houve certo crescimento microbiano,
porém com reducdo significativa no nimero de colénias do microrganismo.

Analises pré e pds ozonizacdo em coluna de absor¢do com agua deionizada

Apos 24h de incubagdo das Placas de Petri, contendo as coletas do processo de
ozonizagdo em meio de pH neutro, em estufa a 37° (+-2°), o resultado pode ser visto na figura
4.

Figura 4- Resultado da amostra pré e pés borbulhamento de ozénio em agua
deionizada

Fonte: a autora, 2023

Como pdde ser observado, a placa com a coleta de material prévia a 0zonizacgao ficou
repleta de coldnias do microrganismo, portanto, ao analisar as placas ap6s a 0zonizagéo,
percebemos que ocorreu uma eliminacdo significativa dos microrganismos do material
contaminado, tendo um resultado muito semelhante ao observado no borbulhamento de
0z0nio em solucéo de NaOH 0,1M (POA).
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Resultado da quantificacdo do 0zonio produzido pelo equipamento

Em posse dos valores obtidos durante os ensaios e nas titulacdes e utilizando-se as
equacdes descritas no método iodomeétrico, foi possivel calcular a producdo total e a dosagem
de ozbénio pelo ozonizador da marca CQJD CHANGJIU (trabalhando com a vazéo total
do equipamento). Os resultados podem ser vistos na Tabela 1.

Tabela 1- Producdo Total e Dosagem de Ozonio

Teste | Teste | Teste | Média
1 2 3
VFf \%j VFf VFf Vb Vki Vol. Ntio T Produgéo Dosagem
(mL) | (mL) | (mL) (mL) (mL) (mL) Amostra (min) (g03/h) (mg/L)
(mL)
Reator 2L 03 03 03 03 0 12 100 01 5 0,10368 72
@
Kitassato 0 0 0 0 0 0.2 100 01 5 0 0
0,5L (2)
Kitassato 0 0 0 0 0 0.2 100 01 5 0 0
05L@13)
Produgéo Dosagem Total
Total (mg/L)
(903/h)
0,10368 72

Fonte: a autora, 2023

Como pode observado, obteve-se uma producdo total de 0,10368 gOs/h e uma
dosagem total (medida da concentracdo) de 7,2 mg/L. Portanto, detectou-se uma producéo
consideravelmente abaixo do valor informado pelo fabricante, que seria de 2 gOz/h (entrega
de 5,18% do total que o aparelho deveria produzir).

Ja no teste de vazdo de 0zbnio, obteve-se 5,5L/min, sendo que o valor deveria ser de
8L/min, conforme o fabricante, (68,75% do que o aparelho deveria entregar), ou seja, um
valor abaixo do esperado.

Comparativo entre os dois métodos de ozonizacao realizados

Ap0s as andlises pré e pds ozonizacdo tanto em solucdo basica como em solugédo
neutra realizou-se um comparativo entre os resultados obtidos, como pode ser visto na Tabela
2.

Tabela 2- Comparativo entre as esterilizacOes realizadas

Eliminacéo de col6nias microbianas
Ozonizagéo pH 12 Ozonizagdo pH 7
Ensaio 1-P6s Ozonizagdo pH 12 sim sim
Ensaio 2- Pés Ozonizagdo pH 12 sim sim
Ensaio 3- Pds Ozonizagdo pH 12 sim sim
Ensaio 1- P6s Ozonizagéo pH 7 sim sim
Ensaio 2- P6s Ozonizagdo pH 7 sim sim

Fonte: a autora, 2024
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Ao observar-se o quadro comparativo das duas ozonizagdes realizadas concluiu-se
que o ozobnio teve o poder de eliminar a grande maioria das col6nias do Geobacillus
stearothermophilus, independente do pH do meio em que ele foi borbulhado.

Conclusodes

Apols a compilacdo e analise de todos os resultados obtidos, verificou-se que o
desenvolvimento de uma coluna de absor¢do com borbulhamento de 0zonio para verificar a
eficacia da eliminacdo de microrganismos pelo ozonio, trouxe resultados positivos na
reducdo e/ou eliminagdo de microrganismos, na forma como o método foi procedido: pH
basico com 15 minutos de borbulhamento de ozénio e pH neutro com 15 minutos de
borbulhamento de ozonio.

Foi possivel concluir que a oxidagdo dos microrganismos ocorreu pela a¢do do
proprio 0zonio e ndo pelos radicais hidroxila liberados no meio através da elevacdo do pH,
ja que os resultados em ambos os processos foram muito similares. Como nos trabalhos
supracitados, que citaram e comprovaram com testes os efeitos biocidas do ozénio,
comprovou-se, também, através deste método criado, que o 0z6nio possui real acdo biocida,
mesmo em concentracdes baixas, como a utilizada nos borbulhamentos, quando verificou-se
através de uma andlise qualitativa (crescimento de cultura em placa de Petri), que houve uma
reducdo significativa das coldnias do Geobacillus stearothermophilus.

A baixa concentragdo de 0zonio no processo foi verificada pelos testes de iodometria
e posteriormente, também pelos calculos realizados, que mostraram que o aparelho estava
entregando apenas algo em torno de 5,18% da sua capacidade de producdo, informada pelo
fabricante.
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