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RESUMO

A agua mineral deve ser totalmente livre de microrganismos,
e 0 consumo da mesma vem crescendo conforme o passar dos
anos. Coliformes totais, Enterococos, Pseudomonas aerugi-
nosa e Clostridium perfiringens sio tolerados até 2,0 UFC/100
mL, ja os coliformes termotolerantes devem estar ausentes
em 100 mL, conforme a Resolucio n° 310/1999. A falta de
higienizaciio e cuidados na coleta e envase podem levar a
contaminacio cruzada e o cloro, método utilizado na desin-
feccio de materiais, vem apresentando riscos mutagénicos.
Sendo assim, o 0zonio (O3) tem sido utilizado como forma de
desinfeccao. Foram analisadas 48 amostras antes de ozoni-
zar, 48 amostras depois de ozonizar nos tempos 12’°, 15°, 20’
e 30 minutos (sem a higienizac¢do prévia da cuba que acon-
diciona as tampas) e 48 amostras apoés a ozonizagio nos tem-
pos 12°, 15°, 20’ e 30 minutos (com higienizaciio da cuba).
Houve crescimento dez amostras ozonizadas sem a higieni-
zagdo da cuba. Nas amostras que foram coletadas apoés a hi-
gienizacdo e ozonizacio da cuba, ndo houve crescimento
bacteriano. Os resultados obtidos mostram que o 0zdonio, de
forma isolada, ndo reduziu a quantidade de microrganis-
mos. Porém, quando combinado com a higienizac¢éo e ozoni-
zagdo prévia da cuba os resultados obtidos foram satisfaté-
rios.

PALAVRAS-CHAVE: Ozonio, 4gua mineral, tampas, meso-

filos, microrganismos.

ABSTRACT

The mineral water must be totally free of microorganisms, and
the consumption of the same one has been growing as the years
go by. Total coliforms, enterococci, Pseudomonas aeruginosa
and Clostridium perfringens are tolerated up to 2.0 CFU / 100
mL, while thermotolerant coliforms should be absent in 100 mL,
according to the Resolution n° 310/1999. The lack of hygiene
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and care in the collection and packaging can lead to cross-con-
tamination and chlorine, the method used in the disinfection of
materials, is presenting mutagenic risks. Thus, ozone (O3) has
been used as a form of disinfection. 48 samples were analyzed
before ozonization, 48 samples after ozonization at 12 ', 15', 20
'and 30 minutes times (without previous hygiene of the tub
wrapping the caps) and 48 samples after ozonization at 12', 15,
20" and 30 minutes (with cleaning of the tub). There were ten
ozonized samples without tub hygiene. In the samples that were
collected after the hygienization and ozonization of the tub,
there was no bacterial growth. The results obtained show that
ozone alone did not reduce the amount of microorganisms.
However, when combined with hygienization and prior ozoni-
zation of the tub the results were satisfactory.

KEYWORDS: Ozone, mineral water, lids, mesophiles, micro-
organisms.

1. INTRODUCAO

Agua mineral natural ¢ aquela que é obtida direta-
mente de fontes naturais ou artificiais, subterraneas, com
constante quantidade de sais minerais, oligoelementos e
outros constituintes. Possui cor limpida e ¢ determinado
que seja ausente de microrganismos considerados patoge-
nicos'.

Dados da Associagio Brasileira da Industria de Aguas
Minerais (ABINAM)? indicam que o Brasil € o 4° maior
produtor de 4gua mineral natural do mundo, sendo, tam-
bém, a mais barata. No ano de 1995, o pais produziu 1,5
bilhdo de litros de 4gua mineral. Em 2007 esse numero
saltou para 6,8 bilhdes de litros e esse crescimento, fez
com que as vendas ultrapassassem as de refrigerantes,
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abrindo oportunidades para expandir a variedade de pro-
dutos, bem como agua com gas, agua saborizada, dentre
outros. O elevado consumo de agua mineral se deve a pu-
reza, propriedades terapéuticas e medicinais represen-
tando um estilo de vida saudavel**.

Se pré-estabelece que a 4gua mineral possa apresentar
algumas bactérias, porém, contaminac¢des elevadas po-
dem levar a falta de seguranga para aqueles que a conso-
mem>. A Resolugdo da Diretoria Colegiada (RDC)
275/2005 preconiza que a presenga de determinados mi-
crorganimos na agua esta dentro dos padrdes, desde que
ndo ultrapasse os valores estabelecidos permitidos®.

Os coliformes totais, Enterococos, Pseudomonas ae-
ruginosa e Clostridium perfringens sdo tolerados até 2,0
UFC/100 mL (Unidades Formadoras de Colonia). Ja os
coliformes termotolerantes, chamados de Escherichia
coli, devem estar ausentes em 100mL (amostra indicativa)
de amostra. A falta de uma rigorosa higieniza¢ao nas em-
balagens ou durante a captag@o da agua pode levar a con-
taminacdo posterior, resultando na condenacdo daquele
determinado lote. A agua mineral vinda direto da fonte
possui sua flora bacteriana normal, levando em conside-
racdo que as temperaturas sdo baixas, o que favorece a
proliferacdo de bactérias caso ndo seja seguido um proto-
colo de higiene, conforme a Resolugdo n° 310/19997.

Desinfecg¢ao da agua e embalagens

O hipoclorito de s6dio é um dos produtos mais utili-
zados na desinfec¢do de alimentos, mas que diversos mi-
crorganismos vém apresentando resisténcia com o passar
dos anos e ainda ha riscos de formagao de produtos carci-
nogénico-mutagénicos como compostos organoclorados,
trihalometanos (THMs) e acidos haloacéticos. Levando
em consideracdo os riscos mutagénicos do Cloro e a nao
comprovagdo de sua total eficacia se torna necessario a
busca de novas alternativas eficazes para a desinfecgdo de
alimentos e embalagens no setor alimenticio, como o uso
do Ozdnio (03)8.

O nome Ozo6nio deriva de ozeina, do grego “cheiro”,
que se deve ao fato do odor desagradavel do Ozénio®. E
um gas altamente soliivel em agua e oxidativo (oxida o
citoplasma e a membrana plasmatica de bactérias), o que
o torna um potente esterilizante!’. O Ozodnio é um gis
fruto da reagdo da quebra da molécula de Oxigénio (02),
podendo combinar-se com outras moléculas de Oxigénio,
como na reagio a seguir: Ox ¥ 2(0) + 20,V 205 E
conhecido como trioxigénio, por ser a forma triatomica e
altamente instavel do Oxigénio, que sera recombinado
com outro oxigénio quando excitado'2. E normalmente
encontrado na camada de Ozonio, que tem como funcdo
a absorcdo de raios Ultravioleta que sdo prejudiciais a sa-
ude?.

Quanto ao uso do Oz6nio na industria alimenticia, um
dos maiores beneficios € o custo beneficio, pelo fato de

BJSCR (ISSN online: 2317-4404)

V.21,n.2,pp.32-36 (Dez 2017 - Fev 2018)

ndo necessitar de matéria prima além do proprio Oxigé-
nio, que serd convertido em O3'* e por ser formado de
Oxigénio, 0 O3 ndo ¢ toxico ao organismo € nem a natu-
reza, o que o torna ainda mais viavel para uso. Tem sido
usado ha décadas e, recentemente, foi reconhecido como
seguro (GRAS - Generally Recognized as Safe) nos Esta-
dos Unidos, sendo capaz de inativar bactérias, bolores, le-
veduras, parasitas e virus tanto no estado liquido quanto
no gasoso e por um curto periodo de exposigio'.

O aumento da temperatura pode reduzir a eficacia do
Ozonio, por ser decomposto facilmente com o calor e
deve ser analisado o tipo de material a ser desinfetado
para aperfeicoar a eficacia na utilizacdo do gas, visto que
cada material possui determinadas propriedades, conta-
minac3o e termo sensibilidade'”.

Este estudo visou verificar a eficacia de um processo
de sanitizacdo com o uso de gas ozonio por uma empresa
de 4agua mineral na cidade de Cacoal — RO, bem como
analisar o melhor tempo de ozonizacdo, melhorando os
custos e beneficios para uma melhor utilizagio deste meio
de desinfecgao.

2. MATERIAL E METODOS

Um total de 144 tampas de galdes de 20 litros de agua,
de uma industria de 4gua mineral localizada na zona rural
do municipio de Cacoal — RO foram escolhidas aleatoria-
mente. O estudo consistiu na analise microbioldgica com-
parativa de 48 tampas por coleta, antes e apds os trata-
mentos com gas ozonio em diferentes concentra-
¢des/tempo e combinado com outros métodos de higieni-
zagao.

Foram realizados testes microbioldgicos das tampas
comparando trés situagdes: 48 tampas antes de serem 0zo-
nizadas; 48 tampas apds serem ozonizadas sem higieniza-
¢do prévia da cuba e canula do ozonizador com alcool
70%, sendo esse o Tratamento 1 e no dia seguinte outro
saco de tampas foi dividido em trés partes, reduzindo as-
sim o nimero de tampas ozonizadas por vez. Foram esco-
lhidas mais 48 tampas que sofreram analises apos a higi-
enizacdo da cuba com agua, sabdo neutro e alcool 70%,
caracterizando o Tratamento 2.

Inicialmente foi passado swab estéril em 48 amostras
retiradas aleatoriamente diretamente do saco adquirido
pela empresa contendo mil tampas, sendo passado por
uma extensdo de 20 cm? das tampas, e colocado em tubo
contendo 10mL de meio de transporte e as mesmas foram
identificadas para coleta apos o uso do ozdnio. Apos essa
etapa, o mesmo saco foi levado a sala de ozonizagao tendo
as tampas distribuidas em diversas partes do saco, sendo
submetidas a diferentes tempos de exposigdo ao gas: 12°,
15,20’ e 30 minutos, compreendendo entdo, 20, 25,33 ¢
50 mg/ozonio de exposigao, visto que o aparelho utilizado
fornece 100 mg/h de ozonio.
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Em cada tempo foram retiradas 12 tampas previa-
mente identificada de pontos aleatorios, friccionando o
swab e colocando-o no tubo contendo meio de transporte,
finalizando as 48 tampas do Tratamento 1.

No Tratamento 2, a cuba, onde fica o saco de tampas,
e a canula do ozonizador foram submetidas a limpeza com
alcool 70% e o ozonizador foi ligado dentro da cuba vazia
por 15 minutos. O saco de tampas foi dividido em trés
partes, sendo assim, nessa etapa foram ozonizadas, em
média, 330 tampas. Foram escolhidas mais 48 tampas que
sofreram analises antes ¢ apos o processo de ozonizagao
conforme descrito anteriormente.

As amostras foram transportadas em caixa térmicas e
levadas ao laboratorio do Centro Universitario Luterano
de Ji-Parana. Inoculou-se 1 mL de cada amostra em meio
para contagem de total de bactérias mesofilas Plate Count
Agar (PCA), sendo distribuida com alga de Drigalski e as
placas foram incubadas a 37°C por 24 e 48h e entdo as
UFC foram quantificadas, conforme descrito por Silva
(2010)'e.

3. RESULTADOS

Em Das 48 amostras coletadas antes do processo de
ozonizagdo, todas obtiveram crescimento <1,0 x 10!
UFC/cm?. J4 das 48 amostras do “Tratamento 17, dez pla-
cas obtiveram crescimento significativo, com 12°, 15’ e
20’ minutos de exposi¢do e nas amostras do “Tratamento
2”, todas as tampas apresentaram uma eficacia no pro-
cesso de desinfeccdo, conforme demonstrado na Figura 1.

O P N W b U

12 15' 20' 30'

B Sem tratamento mTratamento 1 M Tratamento 2

Figura 1. Numero de placas que apresentaram crescimento bacteriano
apos a utilizagdo do 0zonio como desinfetante, nos diferentes tipos de
tratamentos utilizados.

No Tratamento 1, onde ndo se fez uma pré-higieniza-
¢30 da cuba e ozonizou-se 1000 tampas por vez, houve
um aumento da carga microbiana. J& no Tratamento 2
onde se realizou um processo prévio de higienizacdo da
cuba e diminuiu o nimero de tampas ozonizadas a cada
vez, 0 processo se mostrou eficiente mesmo no tempo
mais curto de 12 minutos, demonstrando assim que
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quanto menor o nimero de tampas, a limpeza e desinfec-
¢do das cubas de ozonizagdo ¢ o tempo ideal aumentam a
eficacia da ozonizagdo.

Nesse estudo, levou-se em consideracdo a ISO
7218:2007, relatando como aceitaveis placas com conta-
gem entre 10 e 300 coldnias'’. Mesmo que as bactérias
heterotroficas, em sua maioria, ndo apresentem patogenia,
devem ser mantidas sob controle para que ndo se tornem
prejudiciais a saude e alterem a qualidade, cor, odor e sa-
bor da agua'®.

4. DISCUSSAO

De acordo com a metodologia empregada, as amostras
do Tratamento 1 foram analisadas usando apenas a ozoni-
zagdo como forma de intervengao e o crescimento micro-
biologico das mesmas se manteve em dez amostras, reve-
lando que houve multiplicagdo bacteriana, onde, antes da
manipula¢do, ndo havia crescimento, mostrando assim
que o processo de manipula¢ao das tampas influencia no
aumento de microrganismos, fato explicado pela RDC
216/2004'° sugerindo que o processo de manipulagdo de
alimentos ¢ o principal ponto em que se ocorre as conta-
minagdes, sendo o manipulador o principal responsavel,
devido a falta de conhecimento ou treinamento técnico
para 0 mesmo.

Nas amostras do Tratamento 2 a ozoniza¢do foi com-
binada com limpeza da cuba com agua, sabdo neutro e al-
cool 70%, ozonizagdo livre no meio e redug¢@o do niimero
de tampas dentro do saco, acarretando assim na elimina-
¢do de microrganismos quando comparado ao “Trata-
mento 1. Conforme a RDC 173/2006%° o processo desig-
nado “Tratamento 1” ¢ considerado desinfec¢do, sendo
apenas a etapa de reducdo de microrganismos por método
fisico e/ou quimico. Ja o “Tratamento 2 ¢ classificado
como higienizagao, compreendendo a limpeza e desinfec-
¢do da cuba.

Diferentes estudos relataram o uso do 0z6nio na sani-
tizagdo de alimentos e desinfecg¢do de itens médicos. Ju-
nior (2011)?! analisou o uso do 0zdnio como método para
a esterilizag@o de tampas de garrafdo de 20L, utilizando 5
amostras ndo ozonizadas e 5 amostras ozonizadas, cole-
tando-as do saco com 3.000 tampas. Coletou as tampas
em um Becker de 1000 mL e realizou as analises micro-
bioldgicas utilizando meio PCA, para contagem de mes6-
filas e verificou, também, a presenca de Coliformes ter-
motolerantes e Pseudomonas aeruginosa. Nao foi obser-
vada a detec¢@o de Coliformes termotolerantes ¢ Pseudo-
monas aeruginosa apos a 0zonizagao, ja os microrganis-
mos heterotroficos apresentaram redugdo significativa,
atendendo a Portaria 518%2. Fato também relatado por
Cardoso (2003) que observou redugio de aerébios me-
sofilos em todas as amostras de garrafao de d4gua mineral
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quando usado agua ozonizada na higienizagdo dos mes-
mos, visto que antes da 4gua ozonizada era feita a lava-
gem convencional dos garrafoes.

O aumento do crescimento microbiolégico quando
usado apenas o0 0z6nio ndo ¢ um fato restrito neste estudo.
Em um estudo conduzido por Lanita e Silva (2008)%* a
presenc¢a de microrganismos em queijos do tipo parmesao
era reduzida com o uso do 0zonio, porém, a ozonizacao
de forma isolada ndo foi capaz de reduzir significativa-
mente a contaminagao por bolores e leveduras. No mesmo
estudo quando se combinou com outros métodos de lava-
gem da superficie dos queijos tipo parmesdo, associado
a0 uso do 0z6énio mostrou-se eficaz, sendo semelhante aos
resultados encontrados nesse estudo que apods a associa-
¢30 da ozonizagdo e limpeza da cuba e carrinho de trans-
porte, aumentou significativamente a qualidade do pro-
cesso de desinfeccao.

O gerador de ozo6nio usado na pesquisa em questdo
tem capacidade de liberar 100mg/h de Os e se mostrou
efetivo, visto que a contaminagdo de bactérias em tampas
de garrafdo ¢ baixa, quando comparado, por exemplo,
com um estudo conduzido por Marson et al. (2016)*° que
avaliou o efeito desinfetante do 0zonio aquoso em endos-
copios imediatamente apds a remogdo do trato gastroin-
testinal, nos tempos de 8 e 10 minutos, liberando
330mg/L/h de ozoénio. Observou-se que em doses mais
baixas de 0zOnio, ndo foi obtido crescimento bacteriano
nas superficies lisas dos endoscopios, porém ainda resta-
ram microrganismos nos canais de agua e ar. Em doses
maiores, obteve-se a inativagdo de 100% dos microrga-
nismos tanto da superficie lisa, quanto dos canais do en-
doscopio. Outro estudo com relagdo a higieniza¢ao de
materiais biologicos foi o realizado por Garcia (2008)"3
em salas cirurgicas de hospitais e mostraram que a desin-
fecgdo usando O3 se mostrou muito mais eficaz do que o
método convencional (lavagem, limpeza manual e uso de
agentes quimicos), levando em consideragdo que cada
material possui superficies diferentes, acarretando em
tempo de exposi¢ao e quantidade de ozonio liberada dife-
rentes.

Ainda sobre o tempo de exposicao e a quantidade de
gas gerada, um estudo?® avaliou a eficacia do OzoOnio na
inativacao de Staphylococcus aureus € observou que, na
agua previamente ozonizada juntamente do fluxo cons-
tante de Ozo6nio, a suspensdo de S. aureus era inativada
em um tempo menor do que na agua ndo ozonizada pre-
viamente e apenas com fluxo constante de ozonio. Na
agua ozonizada combinada com a liberacdo do gas, o
maior tempo para a inativacdo do microrganismo foi de
5°25”. Ja nas amostras suspendidas em agua nio ozoni-
zada antes do experimento, mas com a liberagdo do gés, o
tempo méximo foi de 23°45”, evidenciando que apenas o
fluxo de Os durante a exposi¢do ndo € o suficiente, resul-
tados semelhantes a este estudo quando se trata da higie-
nizagdo prévia do carrinho, cuba e mangueira se diminui
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significativamente o nimero de microrganismos.

5. CONCLUSAO

Os resultados obtidos nesse trabalho demonstram que
0 ozonio foi capaz de reduzir a quantidade de microrga-
nismos presente em tampas de galdo de agua mineral. Po-
rém a ozonizacdo de forma isolada além de ndo ser sufi-
ciente para reduzir em niveis aceitdveis os microrganis-
mos presentes nas amostras em questio, ainda aumentou
o numero de microrganismos, ressaltando a importancia
das boas praticas nas industrias de alimentos e agua.
Quando a ozonizagdo das tampas foi combinada com a
higienizacdo da cuba com agua, sabdo e alcool 70%, re-
ducdo do numero de tampas no saco ¢ a liberagdo do gas
no meio previamente, os resultados foram satisfatorios
desde o menor tempo de exposicao, eliminando 100% dos
microrganismos.
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