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CAPITULO 1

1. INTRODUCAO

As definicdes e normas de qualidade dos alimentos em geral sdo estabelecidas
pelo Codex Alimentarius, 6rgdo da FAO/OMS (Food and Agriculture Organization/
Organizacdo Mundial da Saude), e dizem que devem apresentar baixa contagem bacteriana,
auséncia de micro-organismos patogénicos ao homem, auséncia de residuos de medicamentos
veterinarios e minima contaminagdo com produtos quimicos ou toxinas microbianas.

Entende-se por leite, sem outra especificacdo, o produto oriundo da ordenha
completa e ininterrupta, em condi¢cdes de higiene, de vacas sadias, bem alimentadas e
descansadas (Brasil, 2011). Considerando-se as boas condi¢fes de crescimento bacteriano que
o0 leite oferece, devido as suas caracteristicas intrinsecas, Santos & Fonseca (2007) destacam
que a qualidade microbiolégica € um dos fatores criticos na producéo leiteira e esta relacionada
com a manutencdo da salde da glandula mamaria do rebanho e as condi¢cGes de manejo e
higiene adotados na fazenda.

Dentre as espécies encontradas no leite, o Staphylococcus aureus ¢ um dos
principais patdgenos com importancia na satide animal e humana. E um micro-organismo que
pode ser carreado naturalmente intra e interespécies, sendo que a frequéncia encontrada
naturalmente na superficie epitelial de humanos €, em média, de 20% (Acton et al., 2009) e em
vacas, entre 14% e 23% (Nagase et al., 2002; Roberson et al., 1994). Nas enfermidades em
animais, destaca-se a mastite em fémeas dos rebanhos leiteiros, principalmente por causa das
perdas econdmicas decorrentes da alta prevaléncia da doenca na maioria dos paises. Em termos
de saude publica, Staphylococcus aureus é um dos patdgenos que podem ser encontrados em

alimentos de origem animal, especialmente no leite e seus derivados (Oliveira et al., 2013,
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Santana, 2006, Maciel et al., 2008, Alves et al., 2009 Neder et al., 2011), expondo a populagao
consumidora ao risco de intoxicacao alimentar pela ingestao de toxinas especificas produzidas
pelo micro-organismo.

O tratamento do leite, visando ao controle da carga microbiana, deve ser iniciado
na unidade produtora, com o resfriamento do leite, onde se deve atingir uma temperatura
maxima de 7°C para a sua conservacdo. Na industria, os processos utilizados para o
beneficiamento sdo a pasteurizacdo lenta, rapida ou UAT (Ultra Alta Temperatura). Tais
processos nao destroem toda a populacéo bacteriana, mas devem eliminar todos os patdgenos
que podem estar no alimento.

O ozbnio comecou a ser descoberto como forte germicida pelo quimico Marius
Paul Otto, na Francga, que fez estudos em estacdes de tratamento de 4gua e esgoto. A partir desta
descoberta, 0 0zbnio passou a ser amplamente utilizado nas estacdes de tratamento de varios
paises. A utilizacdo do ozénio na industria de alimentos tem sido alvo de pesquisas desde
quando o composto foi considerado seguro por associagfes internacionais (Graham, 1997,
O’Donnell et al., 2012). Segundo Restaino et al. (1995), o 0zdnio tem se revelado um eficiente
agente contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, fungos e virus. Porém, o nivel de
inativacdo microbiana pelo ozonio varia de acordo com o pH, temperatura e quantidade de

matéria organica que circundam as células.
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2. OBJETIVOS
2.1. Objetivo geral

Avaliar a eficiéncia do ozoOnio sobre a populacdo de Staphylococcus aureus

artificialmente inoculados em amostras de leite.

2.2. Objetivos especificos

2.2.1. Padronizar procedimento de ozonizacdo in vitro de leite.

2.2.2. Avaliar a eficiéncia de diferentes binbmios concentracdo x tempo na reducéo
das contagens de S.aureus inoculados em leite.

2.2.3. Avaliar a interferéncia dos teores de gordura do leite na eficiéncia da

ozonizag&o na reducédo de S. aureus.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Leite

3.1.1. Producdo brasileira

A producado de leite de vaca no Brasil cresceu a uma taxa relativamente constante
desde 1974 até os dias atuais. Segundo dados da Pesquisa Pecuaria Municipal (IBGE), o pais
saiu do patamar de 7,1 bilhdes de litros de leite produzidos naquele ano, alcancando o de 32,1
bilhdes de litros de leite em 2011, crescimento superior a 350% no periodo (Maia et al., 2013).

O Brasil foi, em 2010, o quinto maior produtor de leite do mundo, segundo dados
da Organizacdo das NacOGes Unidas para Agricultura e Alimentagdo (FAO). Conforme
demonstrado na Tabela 1, o pais respondeu por 5,1% da producdo mundial de leite. Entretanto,
esse volume de producdo foi obtido por meio de um grande contingente de vacas com baixa
produtividade (Maia et al., 2013).

Tabela 1.1 — Nove paises com maior producéo de leite em 2010.

Participagdo na producdo mundial Produtividade (toneladas/vaca)

(%)
Estados Unidos 14,6 9,59
india 9,1 1,28
China 6,0 2,88
Russia 53 3,78
Brasil 51 1,34
Alemanha 49 7,08
Franca 3,9 6,24
Nova Zelandia 2,8 3,63

Fonte: FAOSTAT apud Maia et al., 2013.
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3.1.2. Composigao

Segundo Prata (2001), a composi¢do média do leite de vaca é: 87% de agua; 3,5
— 3,7% de gordura; 4,9% de lactose; 3,5% de proteinas; 0,7% de cinzas. Varios fatores podem
influenciar a proporcéo destes constituintes, como a raga, intervalo entre ordenhas, fases da
ordenha, periodo de lactagdo, estacdes do ano, alimentacdo, doencas e idade.

A gordura do leite é composta por 98 a 99% de triglicerideos e 1 a 2% de
fosfolipideos, esterois, carotenoides, vitaminas lipossoliveis e &cidos graxos livres. As
vitaminas lipossolUveis estdo associadas a uma membrana de natureza proteica, que protege 0s
glébulos de gordura (tamanho médio de cinco micras). Quando é feito o processo de
homogeneizacdo do leite, ha destruicdo parcial desta membrana e consequente aumento da
sensibilidade da gordura aos processos de hidrolise e oxidacdo (Prata, 2001; Tronco, 2003).

As proteinas do leite sdo formadas por dois grupos: as caseinas (80%) e proteinas
do soro (20%) e representam 95% de todo o nitrogénio presente no leite. A caseina é uma
substancia coloidal complexa, que apresenta conformacéo quaternaria, esta associada ao calcio
e ao fosforo na forma de citratos e fosfatos, precipita em pH baixo ou quando submetida a agcdo
de coalho e a presenga de alcool. Essa proteina é uma grande micela, formada por duas
submicelas denominadas de: alfa caseina (aS1 e aS2), beta caseina (), gama caseina (y) e
kappa caseina (k), sendo a propor¢do molecular de, respectivamente, 11:3:10:4 (Ordofiez,
2005). As proteinas do soro sdo constituidas pela albumina, alfa-lactoaloumina, beta-
lactoglobulina, imunoblobulinas e peptonas. Em geral, essas proteinas desnaturam-se em
temperaturas acima de 80°C (Tronco, 2003).

A lactose, principal carboidrato, € um dissacarideo formado por uma molécula
de galactose, produzido na glandula mamaria, e uma de glicose, que tem origem da corrente
sanguinea (Prata, 2011). Juntamente com os ions sodio, potassio e cloreto, € responsavel pela
manutenc¢do da pressao osmotica na glandula mamaria (Silva, P., 2010).

Em termos de elementos inorgénicos, o leite contém sais como cloretos, fosfatos
e citratos, importantes para a estabilidade térmica e h4, ainda, a presenca em quantidades
significativas (0,6 a 0,8% do peso do leite), de potassio, calcio, sddio, magnésio, cloro e enxofre
(Prata, 2001).

Dessa forma, o leite se apresenta como um alimento completo e oferece a

possibilidade de processamento industrial e obtencéo de diversos produtos (Silva, P., 2010).
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3.1.3. Tratamento térmico

Considerando que o leite e seus produtos derivados apresentam uma série de
beneficios nutricionais, € de importancia o uso de processos de beneficiamento da matéria prima
(leite cru) que eliminem os perigos quimicos e microbioldgicos, com o objetivo de garantir a
salde da populacdo consumidora. Segundo o CDC (Centers for Disease Control and
Prevention), entre 1993 e 2006, mais de 1500 pessoas contrairam alguma doenca devido ao
consume do leite cru e queijo nos Estados Unidos (FDA, 2012).

O principal método de tratamento do leite é a pasteurizacdo, que consiste na
aplicacdo de altas temperaturas por tempos especificos (bindbmio temperatura/tempo), com
objetivo de reduzir ou eliminar a microbiota indesejavel composta por micro-organismos
patogénicos e deteriorantes.

A legislacdo brasileira mais recente padroniza a metodologia que deve ser
empregada na pasteurizacao do leite cru. Desta forma, a Instru¢cdo Normativa n°® 62, de 2011,
do Ministério da Agricultura, permite a utilizacdo de dois tipos de pasteurizacdo: a rapida e a
lenta, enquanto a Portaria n® 146, de 1996, do mesmo ministério, descreve o processo de
tratamento UAT — Ultra Alta Temperatura.

A pasteurizagdo lenta consiste no aquecimento do leite a um intervalo de
temperatura de 62 a 65 °C por trinta minutos, mantendo-o em grande volume sob agitacdo
mecanica e lenta, em aparelhagem prépria (Brasil, 1952). O uso do processo de pasteurizacdo
lenta é permitido em condicdes que o envase seja realizado em circuito fechado e o leite cru
satisfaca as especificacdes de qualidade (Brasil, 2006).

A pasteurizacdo rapida € o processo de tratamento térmico do leite fluido cru na
faixa de temperatura de 72 a 75 °C durante 15 a 20 segundos, em equipamento de pasteurizacdo
a placas, dotado de painel de controle com termo-registrador e termo-regulador automaticos,
valvula automatica de desvio de fluxo, termdmetros e torneiras de prova, seguindo-se
resfriamento imediato em aparelhagem a placas até temperatura igual ou inferior a 4°C e envase
em circuito fechado no menor prazo possivel, sob condi¢cdes que minimizem contaminacdes.
Ainda, imediatamente ap0s a pasteurizacdo, o produto assim processado deve apresentar teste
negativo para fosfatase alcalina, teste positivo para peroxidase e contagem de coliformes totais
menor que 0,3 NMP/mL (Brasil, 2006).

O tratamento denominado por UAT (Ultra Alta Temperatura) ou UHT (Ultra

High Temperature) deve ser feito com leite homogeneizado, durante 2 a 4 segundos, a uma
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temperatura entre 103 °C e 150 °C, mediante processo técnico de fluxo continuo, resfriado a
menos de 32 °C e envasado sob condi¢des assépticas em embalagens estéreis e hermeticamente
fechadas. Ainda, podem ser utilizados estabilizantes como sédio monofosfato, sédio difosfato,

sodio trifosfato, separados ou em um quantidade néo superior a 0,1g/100 mL (Brasil, 1996)

3.1.4. Qualidade do leite pasteurizado no Brasil

Segundo a Embrapa (2012), a ingestdo média nacional de leite pasteurizado é de
25,6 kg per capita, enquanto o consumo de leite cru é de 9,8 kg per capita. Apesar de a
legislacéo brasileira ser clara quanto ao uso das técnicas de beneficiamento do leite cru, algumas
pesquisas relatam que a qualidade microbioldgica do leite pasteurizado ndo atingiu os padrbes
estabelecidos pelas normativas.

O tipo de pasteurizacdo empregado na industria é determinado, em geral, pela
escala de producéo, sendo que em atividades menores, utiliza-se a pasteurizacgdo lenta, enquanto
que, em industrias com maior volume de producdo, a pasteurizacdo rapida é a principal
metodologia para o beneficiamento do leite.

Diversas pesquisas tém buscado monitorar, ao longo do tempo, a qualidade
microbioldgica e fisico-quimica do leite beneficiado com a pasteurizacdo rapida no Brasil.
Paiva (2007) concluiu que o leite pasteurizado distribuido em programa governamental de
Minas Gerais possuia qualidade insatisfatoria, representando riscos a saude de seus
consumidores. No norte do Parana, Tamanini et al. (2007) analisaram amostras de leite tipo C
para contagens de aer6bios mesofilos, coliformes totais e termotolerantes: 3,7%, 30% e 14%,
respectivamente, estavam fora dos limites estabelecidos pelo Regulamento de Inspecéo
Industrial e Sanitaria de Produtos de Origem Animal. Em estudo semelhante, Ataide et al.
(2008) avaliaram caracteristicas microbiologicas e fisico-quimicas de leite pasteurizado
produzido em industria na Paraiba, destacando que 35,7% das amostras recém beneficiadas e
64,3% das embaladas apresentaram resultados acima dos limites. Silva, V. et al. (2010)
constataram que a qualidade microbioldgica de leite pasteurizado tipo A produzido em granja
leiteira do Rio Grande do Sul também néo estava de acordo com os padrées de qualidade, sendo
que 50% e 33,3% das amostras tinham altas contagens de coliformes totais e termotolerantes,
respectivamente. No Distrito Federal, Silva, P. (2010) concluiu que o leite beneficiado nédo

atendia aos critérios de qualidade da época, estabelecidos pela Instrucdo Normativa n° 51, de
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2002, do Ministério da Agricultura, devido aos altos niveis de contaminagdo tanto na matéria
prima como no produto final, indicando condicGes inadequadas de producéo e beneficiamento.

As combinacdes das tecnologias de ultrapasteurizacdo de envase asséptico em
embalagens longa vida e da retirada do ar no momento do fechamento da embalagem garantem
ao leite UHT a preservacgdo de suas propriedades organolépticas e nutritivas, sem necessidade
de conservantes e de refrigeracdo (ABLV, 2009 apud Nascentes & Araujo, 2012). De acordo
com ABLYV (2012), o leite UHT é o laticinio fluido mais consumido no Brasil, seguido por leite
em po e leite pasteurizado. Nascentes & Araujo (2009) avaliaram a qualidade microbiolégica
de amostras de leite UHT comercializados em cidade de Minas Gerais e confirmaram a auséncia
de micro-organismos patogénicos. Rossi Junior et al. (2006), ao acompanhar todo 0 processo
de producéo do leite UHT, concluiram que o processo foi capaz de reduzir, mas ndo eliminou
totalmente a carga microbiana presente no leite cru. Vittori et al. (2008) avaliaram a presenca
de trés géneros de bactérias (Staphylococcus sp., Bacillus sp. e Clostridium sp.) em leite caprino
UHT, comercializado em cidades dos estados do Rio de Janeiro, So Paulo e Rio Grande do
Sul, e da mesma forma, concluiram que o processo térmico pode ndo ser suficiente para
eliminacdo total de tais micro-organismos, ja que observaram a presenca de Staphylococcus sp.

e Bacillus sp em 36% e 32% das amostras, respectivamente.

3.2.  Staphylococcus aureus

3.2.1. Historico

O primeiro registro de uma descri¢do de bactérias do género Staphylococcus é
de 1880, autoria do cirurgido escocés Sir Alexander Ogston (Ogston, 1984), em que ele analisa
a secrecdo de um abscesso cirurgico do joelho de um paciente. Seguindo os postulados e
métodos de coloragdo de seu contemporaneo Robert Koch, Ogston isolou e cultivou os micro-
organismos utilizando ovo de galinha como nutriente, descrevendo, apds analise microscopica,
dois tipos de bactérias em forma de cocos, nomeando-0s como Streptococcus e Staphylococcus
(Newsom, 2008).

Em 1884, Friedrich Rosenbach diferenciou e nomeou duas espécies pertencentes
ao género Staphylococcus: S. aureus e S. albus (renomeada como S. epidermidis), devido a
pigmentacdo apresentada pelas colénias: amarelas douradas - aureus - e brancas - albus
(Rosenbach, 1884).
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Estudos realizados por Baird Parker (1974) reconheceram somente trés especies
de importancia clinica, considerando a producdo da enzima coagulase como o principal
diferencial bioquimico: S. aureus - coagulase-positiva; S. epidermidis e S. saprophyticus-

coagulase-negativa.
3.2.2. Caracteristicas
Atualmente, o género Staphylococcus € constituido de 40 espécies e 24

subespécies (Murray, 2010). De acordo com Garrity et al. (2004), a classificacdo filogenética

(definida pela anélise da sequéncia do 16S rDNA) da espécie Staphylococcus aureus é:

. Dominio Bacteria;

o Filo Firmicutes;

" Classe 111 — Bacilli;

. Ordem | — Bacillales;

o Familia V111 — Staphylococcaceae;

. Género | — Staphylococcus.

" Espécie - Staphylococcus aureus subespécie aureus

A morfologia tipica das células bacterianas do género é classificada em cocos
apresentando diametro médio de 1 um e que tendem a se agrupar em arranjos semelhantes a
cachos de uva (Quinn et al., 2005). Esse padrdo de agrupamento ocorre porque as células se
dividem alternando planos perpendiculares em todas as trés dimensdes (Tzagoloff & Novick,
1977) o que, presumivelmente, melhora a habilidade de explorar seu nicho evolutivo (Turner
etal., 2010).

As espécies do género estdo amplamente distribuidas no mundo todo como
comensais na pele de animais e de humanos, assim como nas mucosas do trato respiratorio
superior, urogenital inferior e transitoriamente no trato digestério (Quinn et al., 2005). Segundo
Jay (2005), em ambientes umidos, podem ser encontradas entre 10% a 108 UFC/cm?. A maioria
tem uma necessidade nutricional relativamente complexa, mas em geral, requerem uma fonte
organica de nitrogénio, que pode ser fornecido por cinco a 12 aminoacidos essenciais como
arginina, valina e vitaminas do complexo B. S&o bactérias ndo moveis, ndo formadoras de
esporos, anaerdbias facultativas que crescem tanto por respiracdo aerébica como por
fermentacdo (Harris, 2002). Ainda, podem crescer num intervalo de pH entre 4,8 e 9,4, resistir

a ambientes secos e altas temperaturas como 60°C por até 30 minutos (Sommerville, 2009). Os
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membros do género sdo catalase-positivos, oxidase-negativos e podem produzir a enzima
coagulase, sendo que as espécies coagulase positivas sdo comumente patogénicas, dentre elas
S.aureus, S.intermedius e S.hyicus (Harris, 2002).

As colbnias da espécie S.aureus sao -hemoliticas devido a producéo de varias
hemolisinas como a a-toxina ¢ a B-toxina. Também sdo resistentes, devido a producdo de
osmoprotetores, a meios com concentracdes de NaCl entre 7,5% e 10% (Sommerville, 2009).
Morfotintorialmente, os S.aureus sdo cocos Gram-positivos e, bioguimicamente, sdo
diferenciados das demais espécies pela metabolizacdo da glicose, xilose, lactose, maltose,
glicerol, mas principalmente, pela habilidade de fermentar o manitol. Quando crescem em Agar
sal Manitol, ha produgdo de uma zona amarela em volta da coldnia (Sommerville, 2009).
Segundo Shockman & Barren (1983), a parede celular de S. aureus € um revestimento
resistente, de aparéncia amorfa e espessa (20-40 nm), cujo principal componente é o
peptideoglicano, responsavel por 50 % de sua massa (Waldvogel, 1990 apud Harris, 2002).
Outro importante componente da parede celular é o polimero formado de glicerol-fosfato, o
acido teicoico, responsavel por 40% da massa da parede e por conferir carga negativa a
superficie celular (Knox & Wicken, 1973).

3.2.3. Fatores de viruléncia

Segundo Trabulsi (2008), os principais fatores de viruléncia do S.aureus sdo 0s
componentes da superficie celular e toxinas.

Varias cepas de S.aureus produzem uma capsula polissacaridica, que tem como
principal fungdo, proteger a bactéria da fagocitose, além de auxiliar na ligagdo do micro-
organismo a tecidos vivos e superficies solidas — formacdo de biofilmes (Trabulsi, 2008;
Madigan et al., 2010). Gilbert (1931) descreve dois tipos de coldnias de Staphylococcus
distintas, uma com presenca de céapsula e outra sem. Os polissacarideos capsulares sao
classificados, de acordo com sua variabilidade antigénica, em oito sorotipos, Sendo que 0s mais
encontrados em amostras clinicas sdo os CP5 e CP8 (Karakawa, 1985).

Outro importante fator de viruléncia da espécie é a proteina A (SpA:
Staphylococcal protein), uma das diversas proteinas de superficie e se encontra ligada
covalentemente ao peptideoglicano. Sua principal caracteristica de viruléncia é a capacidade de
se ligar a por¢do FC das IgG (imunoglobulinas G), atrapalhando a ligacdo das células

fagocitarias (Trabulsi, 2008). Além da proteina A, um complexo denominado de MSCRAMM
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(microbial surface components recognizing adhesive matrix molecules), igualmente ligado ao
peptideoglicano, também atua impedindo o processo de opsonizagdo. Fazem parte deste
complexo: Cna (collagen binding), FnBP(fibronectin binding protein) e CIfA (clumping factor
A). A primeira é a proteina de aderéncia em substratos de coladgeno; a segunda confere
propriedade de ligacéo a fibronectina e se encaixa ao fator de complemento C3, bloqueando sua
deposicao na superficie celular; a terceira é o fator clumping A, responsavel pela ligacdo ao
fibrinogénio, e consequente aglutinacao (Foster, 1998; Foster, 2005).

De acordo com Trabulsi (2008), S.aureus € capaz de produzir citotoxinas,
superantigenos e, ainda, toxinas esfoliativas. Dentre as citotoxinas, destaca-se a a-toxina, capaz
de formar poros na membrana celular de leucdcitos, promovendo a morte celular. As toxinas
superantigenos sdo a TSST-1 (sindrome do choque toxico) e o grupo das enteroxinas (SE),
formado por nove principais tipos (sdo conhecidos mais de vinte) — SEA, SEB, SEC, SED, SEE,
SEF, SEG, SEH e SEI — que esté diretamente relacionado & intoxicacdo alimentar. As toxinas
esfoliativas sdo capazes de degradar as moléculas de adesao do epitélio cutaneo.

Ainda, a espécie produz enzimas extracelulares que funcionam como fatores de
viruléncia, destacando-se a coagulase, enzima caracteristica da espécie. Essa enzima ativa a
coagulagdo sanguinea a partir da transformacdo de protrombina em trombina, a qual forma
fibrina a partir do fibrinogénio. Outras enzimas produzidas pelo S.aureus sdo a catalase,
desoxirribonucleases, hialuronidase, lipase, proteases e estafiloquinase (Trabulsi, 2008).

3.2.4. Doengas em animais

De acordo com Quinn (2005), as principais doencas de importancia em animais
domeésticos causadas por S.aureus sdo a mastite estafilocdcica bovina, a piemia pelo carrapato
em cordeiros, a botriomicose em equinos e infec¢es supurativas em céaes e gatos. A piemia
pelo carrapato € limitada a regibes montanhosas da Irlanda e Gra-Bretanha; a botriomicose
ocorre devido a infeccdo do cordao espermatico apos castracao.

A mastite contagiosa exerce importancia, principalmente, em dois aspectos:
economia da atividade leiteira e saide publica. A mastite é a maior causa de perdas econdmicas
em propriedade leiteiras devido ao menor rendimento dos tetos infectados, custos com
tratamento veterinario, descarte de leite e de animais (Peton & Le Loir, 2013). Halasa et al.
(2009) estimaram o custo anual da mastite em €4896, em um rebanho de cem vacas em lactacao,

enguanto Guimardes et al. (2013) calcularam o custo anual real, de $61623,12 e, para manter o
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nivel de mastite baixo, um investimento de $18203,43, num estudo de caso de rebanho no
estado de Minas Gerais.

Segundo Peton & Le Loir (2013), poucas linhagens clonais de S.aureus estdo
envolvidas na mastite de ruminantes: CC97, ST151, CC130, CC126 em bovinos e CC133 em
pequenos ruminantes. Esta Gltima linhagem, evolutivamente, deu origem as demais como
resultado de transferéncia de hospedeiro natural: do homem para os ruminantes (Guinane et al.,
2010). Nagase et al. (2001) verificaram a presenca de S.aureus em 23,3% das amostras
coletadas da superficie da pele de vacas, mostrando que a espécie é habitante natural de epitélio
de bovinos, além de outros animas de sangue quente em quantidades variaveis.

O principal reservatorio de S.aureus nos rebanhos € mesmo o epitélio dos tetos
e Uberes, em gue os animais infectados disseminam a bactéria no leite em concentracGes que
variam, geralmente, entre 102 e 10° unidades formadoras de coldnia por mililitro (Peton & Le
Loir, 2013). Dessa forma, o micro-organismo pode ser transmitidos entre Uberes durante a
ordenha através do equipamento a vacuo ou pelas mdos do ordenhador, segundo trabalho
realizado por Sakwinska et al. (2011). A mastite causada por S.aureus é, em geral, uma infec¢ao
de longa duracdo, com tendéncia a cronificacdo e baixa taxa de cura, tanto espontanea como
por uso de antibidticos (Santos & Fonseca, 2007). Tal caracteristica infecciosa ocorre porque o
S.aureus possui grande capacidade de invasdo, o que permite sua instalagdo em partes
profundas da glandula mamaria, além disso, ha formacé&o de tecido fibroso no foco da infeccéo,
formando “bolsdes” de bactérias que impedem o acesso dos antibidticos ao local da infeccao
(Santos & Fonseca, 2007).

Com relacéo a manifestacdo dos sintomas, a mastite é classificada em clinica e
subclinica, de forma que na primeira, os sintomas sdo facilmente observados, enquanto na
segunda, é necessario o uso de testes indicadores como o California Mastitis Test (CMT) ou a
Contagem de Células Somaticas (CCS), que indicam a quantidade das células inflamatdrias no
leite (Andrade, 2012). Na Europa, uma diretiva estabelece um limite méximo de 400.000
células somaticas por mililitro de leite em tanques de expansdo, enquanto no Brasil, a Instrucao
Normativa 62, de 2011, do Ministério da Agricultura coloca o prazo até julho de 2016 (Sul,
Sudeste e Centro- Oeste) e julho de 2017 (Norte e Nordeste) para atingir 0 mesmo patamar
(Brasil, 2011). Segundo Santos & Fonseca (2007), as infeccOes causadas por S.aureus

apresentam-se, geralmente, na forma subclinica e pode haver um aumento variavel da CCS.



21

3.2.5. Doengas em humanos e importancia na satde publica

De acordo com Trabulsi (2008), as manifestacdes clinicas causadas pelo
S.aureus em humanos podem ser divididas em trés tipos: infeccdes superficiais, como abscessos
cutaneos; infecgdes sistémicas, como bacteremia e endocardite; intoxicagbes como a sindrome
do choque toxico e intoxicagdo alimentar.

Segundo Jay (2005), a intoxicacdo alimentar estafilococica foi estudada pela
primeira vez em 1894 por J. Denis e depois, em 1914, por M. A. Barber, que reproduziu em si
mesmo os sintomas da doencga depois de consumir leite contaminado com S.aureus. A
intoxicacdo se desenvolve em pessoas que ingerem alimentos preparados ou armazenados de
maneira impropria. A severidade da doenca depende da quantidade de alimento ingerido, da
guantidade da toxina e do estado geral da saude da vitima. A quantidade de toxina necessaria
para provocar intoxicacao varia entre 20 e 100 ng e a doenca s6 ocorre caso haja ingestdo da
toxina pré-formada no alimento, pois a bactéria, quando ingerida, ndo produz a toxina. Os
sintomas incluem vomitos, diarreia, dor abdominal e nduseas (Schelin et al., 2011; Murray,
2010). A doenca tem um periodo de incubacdo que varia entre 30 minutos até 8 horas, é
autolimitante, raramente letal e os idosos sdo mais susceptiveis (Santana, 2006; Pinchuk et al.,
2010). Outra caracteristica importante das enterotoxinas estafilococicas é a sua
termoestabilidade, o que confere resisténcia a temperatura de coc¢do dos alimentos (Trabulsi,
2008).

Nos Estados Unidos, segundo Scallan et al. (2011), trinta e um patdégenos foram
responsaveis por 9.4 milhdes de casos de doencas transmitidas por alimentos, sendo mais de 55
mil hospitalizacbes e superando mil dbitos. Na Europa, segundo o Centro Europeu de
Prevencdo e Controle de Doencas (ECDC, 2012), foram reportados 5.500 surtos de doencas
transmitidas por alimentos em 2009, com 49.000 vitimas e 46 mortes. Dentre estes surtos, 293
foram causados por Staphylococcus spp e toxinas bacterianas.

No Brasil, de acordo com a Secretaria de Vigilancia em Sadde (SVS, 2011),
houve 8.663 surtos alimentares, sendo 3.927 relacionados a perigos bioldgicos ou quimicos,
enguanto o restante ndo teve causa identificada. No periodo de 2000 a 2011, o S. aureus foi 0
segundo patdégeno mais identificado nos surtos alimentares no Brasil, antecedido por
Salmonella spp. No Japdo, Asao (2003), ap0s investigacdo epidemioldgica, constatou um
extenso surto de intoxicacdo (mais de 13 mil pessoas) estafilococica devido a ingestdo de leite

semi-desnatado com altas doses de enterotoxina A. Do mesmo modo, na Austria, Schimd
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(2009) relata um surto ocorrido com aproximadamente 40 criangas em escolas de dois bairros
que recebiam produtos lacteos de um mesmo fornecedor e, apds investigacao, foi constatada a
ingestdo de tais produtos como principal causa, com a presenca de enterotoxinas A e D.

A mastite provocada pelo S.aureus também é um risco potencial a satde publica,
ja que mais da metade das cepas isoladas de leite infectado possuem genes enterotoxigénicos.
Apesar de o nimero médio de micro-organismos que passam do teto de vacas com mastite para
o leite ser considerado moderado (10* UFC/mL), a contaminacgdo do leite de conjunto e

subsequente consumo, pode provocar intoxicacdo estafilococica (Le Loir, 2003).

3.2.6. Ocorréncia no leite

De maneira geral, Staphylococcus spp. pode ser encontrado, em quantidades
variaveis, na maioria (ou todos) dos alimentos de origem animal ou qualquer outro alimento
que passe por manipulacdo humana (Jay, 2005).

A presenca de S. aureus em leite cru é relatada em diversos trabalhos. Oliveira
et al. (2013) evidenciaram um elevado percentual de isolados em amostras de leite cru,
coletadas de tanque de expansdo em duas regides do estado de Sdo Paulo. No Parana e Rio
Grande do Sul, Santana (2006), em pesquisa de Staphylococcus coagulase positivos em leite
cru refrigerado de 101 propriedades, verificou a presenga destes micro-organismos em todas as
amostras, com um isolamento de S.aureus em 53,9%. A comercializacdo de leite cru no Brasil,
apesar de proibida pela legislacdo, é uma préatica regular e que expde 0s consumidores a riscos
microbioldgicos. Diversos trabalhos tém constatado a presenca de micro-organismos
patogénicos nesse leite, dentre os quais destaca-se o S. aureus, como por exemplo: Maciel et
al.(2008) observaram contagens médias de S. aureus acima de 1,5 x 10* em leite cru
comercializado no estado da Bahia e, Alves et al. (2009), relataram a presenca de
Staphylococcus coagulase positivos em 23,3% das amostras comercializadas no estado do
Maranhéo.

Na Argentina, Neder et al. (2011) avaliaram a ocorréncia de S. aureus
enterotoxigénicos em leite de tanques de produtores de quatro regides e mencionaram que, dos
94 isolados, 11 eram produtores de algum tipo de enterotoxina. Tsegmed et al. (2007) também
investigaram a ocorréncia de S.aureus em leite cru originado de vacas e, distintamente, de
iaques na Mongolia, constatando presenca em 22 amostras das 97 amostras coletadas, sendo

que 23% produziam enterotoxina C. Na Turquia, Gucukoglu et al. (2012) realizaram pesquisa
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com 0 objetivo de detectar a presenca de S.aureus enterotoxigénicos em leite cru e derivados
do leite pela técnica de PCR. S. aureus foi encontrado, com diferentes proporgoes, em todos 0s
seguintes produtos: leite cru (75%), queijo branco (37,5%), queijo kashar (30%), manteiga
(30%) e sorvete (10%), sendo que apenas os isolados de sorvete ndo apresentaram nenhum gene
codificador de enterotoxinas. Da mesma forma, Jorgensen et al.(2005), em pesquisa na
Noruega, avaliaram a contaminac&o de leite cru de bovinos e caprinos por S.aureus, assim como
derivados de leite cru e conclui que 75% do leite bovino, 85,5% do leite caprino e 50% dos

derivados tinham a presenca do patdgeno.

3.3. 0Ozbnio

3.3.1. Historico

A primeira identificacdo do 0z6nio como um composto quimico distinto foi
realizada por Christian Friedrich, professor de Quimica da Universidade de Basel. Durante um
periodo consideravel, ele dominou os estudos da quimica do ozénio até a sua morte em 1868.
Seus estudos comegaram quando observou, em marco de 1839, que a eletrdlise da agua produzia
um odor no eletrodo positivo, 0 mesmo produzido na atmosfera terrestre quando ha ocorréncia
de raios (Rubin, 2001). Em 1857, Werner Von Siemens descobriu a possibilidade de gerar
0zOnio através de descargas elétricas em meio gasoso. Na Universidade de Sorbonne, Paris, 0
quimico Marius Paul Otto evidenciou a acdo germicida do 0zénio e deu inicio a utilizacdo do
composto em estacdes de tratamento de dgua e esgoto. Em 1936, o 0z6nio ja era utilizado em
mais de 100 estacOes de tratamento na Franca e em 40 outros lugares do mundo.

No Brasil, comecou a ser usado apenas em 1983 no processo de tratamento de
aguas superficiais (Lapolli et al., 2003). Em 1997, 0 0zdnio passou a ser considerado como um
quimico GRAS (Generally Recognised as Safe) pela FDA (Food and Drug Administration) e,
desde entdo, passou a ser estudado e usado também na inddstria alimenticia (Graham, 1997;
O’Donnell et al., 2012), enquanto no Brasil, até a atualidade, ndo h4 legislacéo especifica que

trate do assunto.
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3.3.2. Propriedades

Na natureza, o 0z6nio € produzido continuamente na estratosfera (25 a 30 km da
superficie terrestre) pela radiacdo ultra-violeta (<83 nm), que quebra as moléculas de oxigénio
em dois a&tomos altamente reativos. Através de uma reacdo endotérmica, cada um destes &tomos
se liga ao oxigénio intacto (O>) para formar molécula de 0z6nio (O3). Pode, ainda, ser produzido
durante a descarga elétrica dos raios, que catalizam a formacdo do ozénio a partir do oxigénio
atmosférico (Pirani, 2011). Como apresentado na Figura 1.1, os trés atomos de oxigénio da
molécula de ozdnio sdo dispostos em angulo obtuso, em que um atomo de oxigénio central esta
ligado a dois &tomos de oxigénio equidistantes, o angulo incluido é de aproximadamente 116°
49’ e a ligacdo tem um comprimento de 1.278 A (Guzel-Seydim et al., 2004).

Ligagao I1 Orbital 2P

Atomo de
oxigénio

‘ ’ 4 T ™~ Orbital sp?

________

116°49’

Figura 1.1. Estrutura molecular do 0zdnio (Greene et al., 2012).

O ozbnio é um gas incolor, parcialmente solivel em &gua, instavel e que evapora
em temperatura de -112°C, a pressdo atmosférica. Outras propriedades do o0z6nio estdo na
Tabela 2. Possui cheiro penetrante e é facilmente detectavel em concentracdes muito baixas
(Lapolli et al. 2011). A solubilidade em &gua é afetada pela temperatura, diminuindo com
temperaturas mais altas. A 0°C, a solubilidade do ozbnio é 0.640 L de ozbnio/L de &gua,
enquanto a 60°C, ¢ insoluvel (Hill e Rice 1982). Pehkonen (2001) destaca que alguns cenarios
sugerem que o mecanismo de decomposicdo do 0zdnio na agua resulta em radicais hidroxil,
oxigénio e ions de hidroxido, sendo que em pH acima de 7.5, hd& um aumento na producdo de
radicais hidroxil (Pehkonen, 2001). De acordo com Silva et al. (2011), a taxa de desinfeccéo

pelo oz6nio € relativamente independente da temperatura.
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Tabela 1.2 — Principais caracteristicas fisico-quimicas do gas oz6nio puro.

Propriedades fisico-quimicas

Ponto de ebulicéo -111,9+0,3°C
Ponto de fuséo -192,5+0,4°C
Temperatura critica -12,1°C
Presséo critica 54,6 atm
Calor de formagéo 144,7 kJ/mol
Peso molecular 47,9982 g/mol

Fonte: adaptado de Silva et al., 2011; Pirani, 2011; Guzel-Seydim et al., 2004.

Quando comparado a outros agentes oxidantes, 0 0zdnio se destaca pelo elevado
potencial de oxidacgdo, que € de 2,07 mV, menor, apenas, que o do flior que é de 3,06 mV
(Silva, 2011; Lapolli et al. 2011), conforme apresentado na Tabela 3.

Tabela 1.3 — Agentes oxidantes e seus respectivos potenciais de oxidacao

Agente oxidante Potencial de oxidagéo (mV)
Flaor 3,06
Ozobnio 2,07
Perdxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,67
Dioxido de cloro 1,50
Hipoclorito 1,49
Cloro 1,36

Fonte: adaptado de Silva et al., 2011; Pirani, 2011; Guzel-Seydim et al., 2004.

3.3.3. Producao

Para gerar ozonio, é necessario que uma molécula diatbmica de oxigénio seja
separada. A molécula de oxigénio resultante esta, portanto, livre para reagir com outra molécula
diatdmica de oxigénio e formar a molécula triatbmica de oxigénio. Porém, para que tal reacéo
ocorra e haja quebra da ligacdo O-O, uma grande quantidade de energia € essencial (O’Donnell,
2012). Logo, a reagéo é altamente endotérmica (AG =+ 161,3 kJ/mol) e é descrita da seguinte
forma: 302 <> 203 AH = + 284,5 kJ/mol (Silva et al., 2011).
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Assim, os principais métodos para realizar este processo sdo o0 uso de radiacéo
ultravioleta (188 nm) - método fotoquimico - e a descarga elétrica (processo corona), que, por
ser mais eficiente, é utilizada para a geracdo de 0z6nio em niveis comerciais. No processo
corona (Figura 1.2), dois eletrodos submetidos a elevada diferenca de potencial de
aproximadamente 100 V s&o separados por uma estreita lacuna, por onde passa ar ou 0xigénio
puro (O’Donnell, 2012; Silva et al. 2011). Quando os elétrons possuem energia suficiente para
dissociar a molécula de oxigénio, comegcam a ocorrer colisdes, que causam a dissociacdo do

oxigénio e a consequente formacao do ozénio (USEPA, 1999).

Calor
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Figura 1.2. Geracdo do 0z6nio através do processo corona (Guzel-Seydim et al., 2004).

Segundo Lapolli (2003), ha basicamente dois sistemas de geracdo de ozdnio:
um a partir do ar e outro a partir do oxigénio puro. Para utilizacdo do ar, € necessario seu pré-
tratamento (filtracdo, compresséo, resfriamento e desumidificacdo). A producdo a partir de
oxigénio puro, que tem um rendimento maior, exige a alimentagcdo do gerador com um tanque
de oxigénio liquido precedido de um evaporador, o que é uma desvantagem em relacédo ao

custo.

3.3.4. Seguranca

A toxicidade do ozénio varia com a sua concentracdo e a duracao da exposi¢éo.
O ozbnio é um gas tdxico e pode causar doengas graves e até a morte se inalado em quantidade
elevada. E um gas com alta acdo oxidante e elevada toxicidade aos animais, plantas e
organismos vivos (Pirani, 2011). Os sinais de toxicidade, como acentuada irritagdo no nariz e
garganta podem surgir imediatamente ap0s contato com o gés a concentracéo de 0,1 ppm. Perda

de visdo pode surgir apos trés a seis horas de exposicdo em concentra¢des de 0,1 a 0,5 ppm
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(Pirani, 2011). A toxicidade do oz0Onio a 1-2 ppm pode causar irritacdo na parte superior da
garganta, dor de cabeca, dor no peito, tosse e garganta seca. Maiores niveis de ozonio (5-10
ppm) podem causar aumento do pulso e edema pulmonar. Oz6nio em niveis de 50 ppm ou mais
¢ potencialmente fatal. Os niveis de exposicdo ao o0zbnio como recomendado pelo
Departamento de Seguranca e Saude Ocupacional (OSHA) dos EUA s&o mostrados na Tabela
4,

Tabela 1.4: Niveis aprovados de aplicacdo de ozo6nio.

Exposicao Nivel de oz6nio (ppm)
Odor detectavel 0,01-0,05

Limite de 8 horas (OHSA) 0,1

Limite de 15 minutos (OHSA) 0,3

Letal em poucos minutos >1700

Fonte: adaptado de Pirani, 2011.

3.3.5. Acdo antimicrobiana

O efeito antimicrobiano do 0zénio sobre diversos micro-organismos (bactérias,
fungos, protozoarios, virus, esporos bacterianos e fangicos) tem sido comprovado por diversos
estudos realizados. Akey e Walton (1985) demonstraram acdo do 0z6nio sobre o virus da
encefalomielite equina venezuelana. Bolton et al.(1982) constataram o efeito do 0z6nio em
cinco grupos de virus: da estomatite vesicular, da influenza A, da rinotraqueite infecciosa
bovina, poliovirus tipo | e da hepatite infecciosa canina. Peeters et al. (1989) concluiram que o
ozo6nio tem efeito destrutivo também em oocistos de Cryptosporidium parvum. Restaino et al.
(1995) determinaram os efeitos bactericidas do ozénio em quatro bactérias Gram-positivas e
quatro Gram-negativas em meio aquoso e, da mesma forma, observaram resultados
promissores.

De acordo com Silva et al. (2011), a reducdo ou a inativacdo da populagao
microbiana devido a ozonizacao depende da concentracdo de 0z6nio, do tempo de aplicacao e
do micro-organismo envolvido. Silva et al. (2011) defendem que as bactérias Gram-negativas
possuem maior sensibilidade ao 0z6nio com relagdo as Gram-positivas devido a menor

guantidade de peptideoglicano da parede celular, sendo o género Staphylococcus um dos mais
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resistentes. Por outro lado, Pascual et al. (1997) documentam que as Gram-positivas sdo mais
sensiveis.

A inativacdo pelo ozbnio é um processo complexo com acdo sobre varios
constituintes da membrana, da parede celular e contetdo celular (Figura 3). Tanto 0zbnio
molecular quanto os radicais livres produzidos pela sua decomposicao tém papel no mecanismo
de inativacdo (Pascual et al., 2007). Segundo Manousaridis (2005), o poder desinfetante do
ozonio ocorre principalmente devido a esses radicais livres (hidroxila, hidroperoxido e
superdxido) engquanto Hunt & Marifias (1997) sugerem que 0 mecanismo predominante é o
contato direto do 0z6nio molecular. Os principais sitios de acdo do 0zdnio nas bactérias sdo 0s
acidos graxos insaturados da parede celular; enzimas e acidos nucleicos intra celulares;
glicoproteinas, glicolipidios e enzimas ligadas a membrana. Foram identificados dois
mecanismos de acdo bioquimica do 0zoénio sobre estes sitios: oxidacdo dos grupos sulfidrila;
oxidacdo de acidos graxos poliinsaturados em peroxidos acidos; desnaturacdo de enzimas e
protedlise das demais proteinas em peptideos menores (O’Donnell, 2012). Desta forma, com o

desarranjo das atividades normais da célula, ocorre rapida morte celular.

AT

Figura 1.3. Micrografia eletronica de transmissdo de células de E.coli antes (A) e apés (D)

exposicao ao ozonio. Fonte: Hunt & Marifias (1999).
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3.3.6. Fatores que afetam a ag&o antimicrobiana

Segundo diversos autores (Restaino et al., 1995; Pascual et al., 2007; Khadre et
al., 2001; Alencar, 2009; Pirani, 2011), o nivel de acdo antimicrobiana do ozénio pode variar
de acordo com alguns pardmetros e varidveis como o pH, temperatura, umidade, aditivos,
quantidade de matéria organica em volta das célula bacteriana e seu estado fisioldgico.

De acordo com Gogate & Pandit (2004), a temperatura influencia a capacidade
do ozénio devido a mudanca na velocidade da reacdo e variacdo da solubilidade. De maneira
geral, o aumento na temperatura diminui a solubilidade do oz6nio na 4gua e também sua
estabilidade (Pascual, 2007). Por outro lado, segundo Khadre et al. (2001), a velocidade da
reacao do 0zénio com os substratos é maior em temperaturas mais elevadas. Silva et al. (2011)
destacam, porém, que apesar da influéncia da temperatura na solubilidade do ozbnio, ndo ha
efeito na sua taxa de desinfeccao.

O pH tem influéncia apenas na forma de a¢do do 0zonio sobre o substrato: em
pH &cido ha predominancia de reacdo direta (via 0zdnio molecular), enquanto em pH mais
béasico, reacdo indireta (via radicais OH) (Gottschalk et al., 2000).

A presenca de substancias organicas pode competir com 0s micro-organismos
pela interacdo com o ozdnio. Os virus e as bactérias associadas a matéria organica, residuos
celulares, ou fezes sdo resistentes ao 0z6nio, mas os virus purificados sdo prontamente
inativados. Além disso, subprodutos indesejados de acdo do ozénio sobre os compostos
organicos podem encurtar a vida de prateleira, alterar a qualidade organoléptica, ou reduzir a
seguranca do produto final (Pirani, 2011). Na presenga de compostos organicos, 0 0zonio reage
de diversas formas devido a formacdo de diferentes espécies reativas (radicais livres e outras
formas moleculares) (O’Donnell et al., 2012). As ligagdes C-H e S-H de alcanos e alcenos,
aminas e compostos sulfidrila sdo atacados pelo 0zdnio. Assim como aminoacidos, que reagem
com 0 0zbnio no primeiro atomo de nitrogénio da amina ou no grupo R. J& as purinas e
pirimidinas sdo mais resistentes ao 0zonio do que outros compostos organicos, enquanto 0s
lipidios formam perdxidos (Adachi, 2001). Cataldo (2003) estudou a reatividade do 0z6nio em
meio com cinco proteinas (invertase, pectinase, papaina, tripsina e gelatina) e concluiu que 0s
unicos aminoécidos que foram oxidados foram cisteina, triptofano, tirosina e fenilalanina,

enquanto que a ligagdo poliamidica principal da proteina ndo foi afetada.
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3.3.7. Aplicagdes do 0zonio em alimentos

Considerando 0 0z6nio como um potente agente de a¢do antimicrobiana, o seu
uso Nno processamento e no armazenamento de alimentos, bem como na industria, tem sido
objeto de estudo h& alguns anos. Dentre os alimentos examinados destacam-se as frutas e
vegetais; os gréos em geral; a carne e seus derivados, assim como o pescado e seus derivados.

Tiwari & Muthukumarappan (2012) citam diversos trabalhos relacionando o uso
do oz6nio como ferramenta de desinfeccdo em frutas e legumes (alface, maca, coentro, cenoura,
meldo, batata, mirtilo, aipo, pepino). O principal propdsito da ozonizacdo de frutas e legumes,
além da inativacdo de micro-organismos patogénicos e deteriorantes, é a destruicdo de residuos
de pesticida e de outros produtos quimicos. Em geral, o processo é feito com 0zdnio gasoso,
lavagem com agua ozonizada ou ainda em sucos de frutas (Tiwari & Muthukumarappan, 2012).

O oz6nio tem sido também utilizado - inclusive a nivel industrial - para controlar
0 desenvolvimento de pestes (insetos e micro-organismos em geral) em gréos armazenados,
desinfetar farinhas e degradar moléculas potencialmente toxicas (Lullien-Pellerin, 2012). Kells
et al. (2001) avaliaram a acdo do ozodnio sobre insetos em milho e observaram uma taxa de
mortalidade de quase 100%.

O uso da ozonizacdo na cadeia da carne também pode ser na fase gasosa ou
aquosa (Pohlman, 2012). Castillo et al. (2003), avaliou o0 impacto da lavagem de carcagas com
spray de agua ozonizada comparando com &gua ndo ozonizada. As carcacas foram
contaminadas com Escherichia coli e Salmonella typhimurium. Os resultados foram parecidos,
porém a pressao usada na lavagem com agua ndo ozonizada foi bem superior. O uso do 0zénio
na carne pode provocar perdas da caracteristica normal como a coloragdo vermelha, conferida
pela oximioglobina, a qual é oxidada a metimioglobina, ocasionando coloracdo mais escura a
carne. Da mesma forma, a oxidacdo dos lipidios de cadeia dupla também pode ocorrer
(Pohlman, 2012).

O ozbnio é utilizado na inddstria de processamento de alimentos para a
esterilizacdo de equipamentos e da area de producdo, a desinfeccdo de embalagens, a reducao
da carga microbiana da agua usada para resfriamento de frangos, o tratamento de frutas e
hortalicas visando aumento da vida de prateleira, o combate a biofilmes microbianos

localizados em superficies de metais, entre outros (Pirani, 2011).
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3.3.8. Uso em leite e derivados

Cavalcante et al. (2013) avaliaram os efeitos da ozonizacdo em leite fluido cru
sobre 0 nuimero de aerébios meséfilos, micro-organismos da familia Enterobactereacea,
psicrotroficos, Staphylococcus spp, bolores e leveduras. Com 10 minutos de ozonizagdo, houve
reducdo significativa das enterobactérias, estafilococos, bolores e leveduras; enquanto que com
15 minutos, os autores observaram reducdes significativas de 0.60 ciclos log, 0.96 ciclos log,
0.13 ciclos log, 1.02 ciclos log e 0.48 ciclos log para aerdbios mesofilos, Enterobacteriaceae,
psicrotroficos, Staphylococcus sp., bolores e leveduras, respectivamente.

Em trabalho semelhante, Santos (2013) analisou a acdo do 0zOnio sobre a
contagem de aerdbios mesofilos e seus efeitos sobre a composicdo fisico-quimica do leite cru.
Realizando vérios ensaios com tempos de o0zonizagdo e concentracdes de ozonio diferentes, o
autor concluiu que os melhores resultados, em termos de reducéo de carga microbiana, foram
com tempos acima de 15 minutos e concentracdo acima de 5 mg/L. Com relacdo a andlise
centesimal do leite, 0 0zénio ndo exerceu nenhum tipo de influéncia negativa.

Sheelamary & Muthukumar (2011) estudaram os efeitos da ozonizagdo sobre a
populagéo de Listeria monocytogenes em amostras de leite. Com os tempos de ozonizacéo que
foram de 5, 10 e 15 minutos, concluiram que o processo de descontaminacdo foi eficiente a
partir de 10 minutos, ocorrendo eliminacao total do micro-organismo.

Lanita & Silva (2008) compararam trés tratamentos com o0zonio no controle de
bolores e leveduras em queijo tipo parmesdo, em condi¢des industriais. Os tratamentos
consistiram de: 1) apenas 0z6nio, 2) 0zonio e lavagem dos queijos e 3) ozonio, lavagem e
aplicacdo de fungistatico. Como resultado, constataram que as médias das contagens aos 60
dias do tratamento 2 foram significativamente superiores as dos outros tratamentos. Serra et al.
(2003) verificaram a agéo fungicida do 0z6nio em sala de maturagédo de queijo, avaliando o ar
e as superficies. Os resultados obtidos indicaram que os tratamentos reduziram os bolores do
ar, mas ndo afetaram a viabilidade dos bolores nas superficies.

Segundo Cullen & Norton (2012) uma das primeiras pesquisas com 0zonio na
industria de leite foi realizada por Greene et al. (1993), o qual comparou a efetividade da agua
ozonizada com um sanitizante clorado para desinfecc¢do de superficies de metal contaminadas
com leite UHT (Ultra High Temperature) inoculado com coldnias de Pseudomonas fluorescens
e Alcaligenes faecalis, concluindo que ambos os tratamentos tiveram alta eficiéncia, com 99%

de reducdo da microbiota. Giizel-Seydim et al. (2000) estudaram o uso de agua ozonizada, a
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10°C, como técnica de limpeza prévia de superficie metdlica comum em equipamentos da
indUstria de laticinios, comparando com a limpeza convencional, que € feita com agua aquecida
a40°C. Os autores chegaram aos resultados de remocao de 84% dos residuos de leite pela agua
ozonizada, enquanto a &gua morna removeu 51%.

O ozo6nio pode, ainda, ser utilizado na etapa de producdo do leite,
especificamente no tratamento de mastite bovina, como afirma Pereira et al. (2003). Em sua
revisao, os autores citaram Scrollavezza et al. (1997), que trataram, com ozonioterapia, mais de
5000 vacas leiteiras com mastite clinica e subclinica, realizando insuflacdo local em diferentes

concentragdes aplicadas nos quartos afetados, obtendo resultados satisfatorios.
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CAPITULO 2

RESUMO

EFEITO DA OZONIZAC}AO NA CONTAGEM DA STAPHYLOCOCCUS AUREUS EM
LEITE.
Mestrando: Emanuel Pereira Couto, Universidade de Brasilia.

Orientadora: Marcia de Aguiar Ferreira, Universidade de Brasilia.

Com o objetivo de avaliar a eficiéncia da acdo da ozonizacdo do leite sobre a reducédo na
contagem de colbnias de micro-organismos da espécie Staphylococcus aureus, foi realizado
experimento em que amostras de leite inoculadas com o micro-organismo foram submetidas a
ozonizagao com diferentes binbmios tempo/concentracdo. Assim, dividiram-se as amostras em
quatro ensaios: 1 e 2, com leite desnatado e concentracdes de 34.7 mg L™ e 44.8 mg L de
0z0nio, respectivamente; e ensaio 3 e 4, com leite integral (34.7 mg L e 44.8 mg L* de ozbnio,
respectivamente). Os tempos de ozonizacdo em todos os ensaios foram de 5 (T1), 10 (T2), 15
(T3), 20 (T4) e 25 (T5) minutos, com trés repeticdes. Cada tratamento foi repetido trés vezes.
As contagens bacterianas foram feitas imediatamente antes e ap6s 0 processo de ozonizagao
das amostras, em agar Baird Parker. Nos tratamentos 1 e 2, as maiores reducdes foram de 0.42
logio UFC/mL, enquanto nos tratamentos 3 e 4, foram de 0.19 e 0.21 logio UFC/mL,
respectivamente. Os resultados de todos os ensaios mostram que, em T1, ndo houve reducdo da
carga microbiana, enquanto que a partir de T2, ha uma crescente queda da microbiota, que é
acentuada nos tempos T4 e T5. Tanto para leite desnatado quanto para o integral, nas
concentracdes de 34,7 e 44,8 mg L%, a partir dos 20 minutos de ozonizacio, as redugdes foram
significativamente maiores. Os resultados do trabalho confirmam a eficacia do oz6nio sobre o
patogeno bacteriano Staphylococcus aureus inseridos em leite fluido e que os lipidios do leite
exercem influéncia sobre tal eficiéncia bactericida.

Palavras chave: Ozonio; Staphylococcus aureus; Leite; Beneficiamento do leite.
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ABSTRACT

EFFECT OF OZONATION ON STAPHYLOCOCCUS AUREUS COUNT IN MILK.
Mastership Student: Emanuel Pereira Couto, University of Brasilia

Tutor: Marcia de Aguiar Ferreira, University of Brasilia

In order to evaluate the efficiency of the action of ozonation of milk on the reduction in bacterial
counts of Staphylococcus aureus, an experiment was undertaken in which milk samples
inoculated with the microorganism were subjected to ozonation with different binomials time /
concentration of ozone. Thus, the samples were divided in four assays: 1 and 2, with skim milk,
and concentrations of 34.7 mg L "t and 44.8 mg L of ozone, respectively, and assay 3 and 4,
with whole milk (34.7 mg L "t and 44.8 mg L™ ! of ozone, respectively). The time of ozonation
in all assays were 5 (T1), 10 (T2), 15 (T3), 20 (T4) and 25 (T5) minutes. Each treatment was
replicated three times. The bacterial counts were made immediately before and after the
ozonation process, plating the samples on Baird Parker agar. In treatments 1 and 2, the greatest
reductions were 0.42 logio CFU / mL, while in treatments 3 and 4 were 0.19 and 0.21 logio CFU
/ mL, respectively. The results of all the tests show that, on T1, there was no reduction in
microbial load, whereas, on T2, there is a sharp decrease of the microbiota, which is remarkable
in the times T4 and T5. In both skim and whole milk, at ozone concentrations of 34.7 and 44.8
mg L-1, after 20 minutes ozonation, the reductions were significantly greater. The findings
confirm the effectiveness of ozone on the bacterial pathogen Staphylococcus aureus inoculated

into fluid milk. In addition, the milk lipids have an influence on the ozonation’s effects.

Keywords: Ozone, Staphylococcus aureus, Milk, Milk Processing
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1. INTRODUCAO

O leite € um dos alimentos mais consumidos no mundo, com grande crescimento
nas Ultimas décadas, especialmente, em alguns paises em desenvolvimento, devido ao aumento
do acesso da populacdo as proteinas de origem animal (Gerosa e Skoet, 2012). Um dos motivos
que estimulam o grande consumo do leite é a sua caracteristica nutricional impar, apresentando
mais de mil tipos diferentes de moléculas com funcdes especificas, além da possibilidade de
processamento industrial, que resulta em uma ampla oferta de produtos ao comércio.

Além de ser um alimento de extrema riqueza nutricional, o leite apresenta
caracteristicas fisico-quimicas, como pH e atividade de agua, que o tornam um 6timo meio de
cultura para uma grande diversidade de micro-organismos, dentre eles os patogénicos e 0s
deteriorantes, que representam, respectivamente, problemas de satde publica e de conservagéo
do alimento.

Dentre os patdgenos de origem alimentar, destaca-se 0 micro-organismo
Staphylococcus aureus, responsavel por diversos surtos de intoxicagfes causados pelas
enterotoxinas estafilocdcicas, que sdo consideradas superantigenos capazes de resistir ao
tratamento térmico dos alimentos (Scallan et al., 2011; European Centre for Disease Prevention
and Control, 2012; Secretaria de Vigilancia em Saude, 2011; Asao, 2003; Schimd, 2009). Dessa
forma, essa espécie adquire importancia na pecuéria leiteira, elo inicial da cadeia produtiva, ja
que é uma das mais predominantes na ocorréncia de mastite nos animais produtores, estando
intimamente relacionada ao manejo do rebanho. Diversas pesquisas tém relatado a presenca de
estirpes enterotoxigénicas de Staphylococcus aureus em leite, desde a sua obtencdo na
propriedade rural até a producéo e comercializagdo de seus derivados, no Brasil e no mundo
(Santana, 2006; Oliveira et al., 2013; Neder et al., 2011; Tsegmed et al., 2007).

O gés oz6nio, forma molecular triatbmica do oxigénio, tem sido amplamente
pesquisado e utilizado na industria de alimentos, tanto como forma de limpeza de superficies

como no tratamento da matéria-prima, desde que foi considerado um quimico GRAS
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(Generally Recognised as Safe) pela FDA (Food and Drug Administration). O 0zénio tem um
eximio efeito bactericida devido ao seu elevado potencial de oxidacgdo (2,07mV), menor apenas
que o do fluor (3,06 mV). Dentre os varios estudos, destacam-se os resultados obtidos com
frutas, vegetais, grdos em geral, carne e seus derivados, assim como o pescado e seus derivados
(Tiwari e Muthukumarappan, 2012; Lullien-Pellerin, 2012; Kells et al., 2001; Pohlman, 2012;
Castillo et al., 2003).

A0 passo que as pesquisas sobre a utilizacdo do gas ozonio como forma
alternativa de tratamento de alimentos avancam, ndo sd@o muitos os trabalhos que avaliam a
eficiéncia de tal método em leite fluido e seus derivados. Dessa forma e considerando a
importancia alimentar do leite, o presente trabalho teve por objetivo, avaliar os efeitos da
ozonizacdo na reducdo de Staphylococcus aureus inoculados em leite fluido, com diferentes

teores de gordura.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1.  Local da pesquisa

O trabalho foi realizado nos Laboratorios de Analises de Leite e Derivados e de
Pré-Processamento e Armazenamento de Produtos Agricolas, localizados na Faculdade de
Agronomia e Medicina Veterinéria, da Universidade de Brasilia.

2.2.  Preparo dos indculos e das amostras

Para o preparo das amostras, utilizaram-se leites Ultra Alta Temperatura (UAT),
integral e desnatado. Para os inéculos utilizou-se a cepa ATCC 25923 cedida pelo Laborat6rio
de Microbiologia Veterinaria da Universidade de Brasilia, que foi repicada e mantida estocada
em &gar TSA (Triptone Soya Agar - Himedia®). Os in6culos foram preparados em solucédo
salina 0,85% de forma a obter-se grau de turvacdo correspondente ao tubo 1 da escala
nefelométrica de McFarland (Nefelobac®, Probac do Brasil), contendo aproximadamente 3,0
x 108 UFC/mL de S. aureus. Foram, entdo, transferidas aliquotas do in6culo em 300mL de leite
previamente esterilizado por fervura como forma de garantir a eliminacdo de qualquer outro
micro-organismo, afim de obter-se concentragdo aproximada de 3,0x10* UFC/mL de S. aureus.
As amostras foram mantidas resfriadas em temperatura média de 10 °C (8°C-12°C) para a

execucgédo da ozonizagao.
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2.3.  Processo de ozonizacgéo e bindbmios tempo/concentracdo de ozonio

O gas ozobnio foi obtido por meio de um gerador de 0zénio (Modelo O&L 3.0-
02 RM, da Ozone & Life®, Figura 2.1) baseado no metodo de Descarga por Barreira Dielétrica.
Este tipo de descarga é produzido ao aplicar uma alta tensdo entre dois eletrodos paralelos,
tendo entre eles um dielétrico (vidro) e um espaco livre por onde flui o ar seco. No espaco livre,
é produzida uma descarga em forma de filamentos, em que sdo gerados elétrons com energia
suficiente para produzir a quebra das moléculas de oxigénio, formando o ozénio (O3). No
processo de geragdo do ozonio, foi utilizado como insumo oxigénio (O2), obtido de
concentrador de oxigénio acoplado ao gerador de ozonio.

Figura 2.1. Gerador de ozonio.
Fonte: Ozone & Life (2011)

A concentragdo de ozonio foi determinada pelo método iodométrico, descrito
por Clesceri et al. (2000). Esse método consiste no borbulhamento de massa gasosa contendo
0zonio em 50 mL de solucéo de iodeto de potassio (KI) 1 N, com producéo de iodo (I2). Para

garantir o deslocamento da reagéo para a producdo de I», foi necessario acidificar o meio com
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2,5 mL de &cido sulfarico (H2SO4) 1 N, depois do borbulhamento. A solugdo foi titulada com
tiossulfato de sédio (Na2S203) 0,01 N, com uso de solucéo de amido 1% como indicador.

Cada amostra de leite foi transferida para uma coluna de vidro, com capacidade
de 500 mL, tendo 19 cm de altura e 6 cm de diametro. Antes da ozonizacao de cada amostra de
leite, a coluna de vidro era sanitizada, com borbulhamento do préprio gas 0z6nio em agua, por
5 minutos. As colunas de vidro foram conectadas ao aparelho gerador de 0z6nio por meio de
mangueiras de silicone. Instalou-se destruidor térmico catalitico depois da coluna de
0zonizacao, necessaria para decomposicao do ozoénio residual.

Foram estabelecidos 10 ensaios de ozonizac¢do conforme quadro abaixo, sendo
que cada ensaio foi realizado em triplicata representando um total de 30 amostragens com leite

integral (teor > 3,0% de gordura) e 30 com leite desnatado (teor < 0,6% de gordura).

Tabela 2.1 — Apresentacdo dos ensaios, com suas respectivas concentragdes de
0zo6nio e tempo (T) de aplicacéo.

Leite desnatado (< 0,6% de gordura)

Leite integral (> 3,0% de gordura)

Ensaio 1
concentragéo
34.7mg/L

Ensaio 2
concentragéo
44.8mg/L

Ensaio 3
concentragéo
34.7mg/L

Ensaio 4
concentragéo
44.8mg/L

T1=5 minutos

T1=5 minutos

T1=5 minutos

T1=5 minutos

T2= 10 minutos

T2= 10 minutos

T2= 10 minutos

T2= 10 minutos

T3= 15 minutos

T3= 15 minutos

T3= 15 minutos

T3= 15 minutos

T4= 20 minutos

T4= 20 minutos

T4= 20 minutos

T4= 20 minutos

T5= 25 minutos

T5= 25 minutos

T5= 25 minutos

T5= 25 minutos

2.4.Analises microbioldgicas

As avaliacGes das concentracdes dos indculos e das contagens de S. aureus antes
e apos o processo de ozonizagdo, foram realizadas por meio de semeaduras por superficie, em

placas contendo agar Baird Parker (Acumedia®) e incubadas a 35°C por 24 horas.
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2.5. Determinacao da concentracao residual do ozdnio apds a passagem por

coluna contendo leite

Determinou-se a concentracao residual do gas apos a passagem pelo produto, em
intervalos de 5 minutos, até 25 minutos. Para relacionar concentracao residual do gas 0zonio

com o tempo, realizou-se ajuste da equacao sigmoidal aos dados obtidos (Equacéo 1):

a
C= L+ e-(t-b)/c }

Equacdo 1, em que C = concentragio do gas 0zonio (mg L™); t = tempo (min); a, b e ¢ sdo
constantes da equacao.

A partir dos valores das constantes b e c, de acordo com Venegas et al. (1998),
foi possivel obter o tempo de saturacdo (Equacdo 2) e, posteriormente a concentracdo de
saturacdo (Csat):

tsat = b + 20
Equacdo 2, em que tsa = tempo de saturacdo (min).
Conhecendo-se o valor de Csa, foi possivel obter a relacdo CsayCo, sendo Co a concentracdo

inicial do ozobnio.

2.6.Andlise estatistica

Os resultados foram analisados com o software STATA® 13, ap6s a
transformacéo logaritmica dos dados (logio UFCmL). Para comparar as médias de cada tempo,
dentro de cada ensaio, foi feita andlise de variancia (Pagano & Gavreau, 2004) e para
comparacao das médias dos tempos entre os diferentes ensaios, foi realizado teste T de Student
(Pagano & Gavreau, 2004).

Para a obtencdo das equacdes de regressdo e plotagem dos graficos referentes a

concentracdo residual do 0zénio em fungédo do tempo, utilizou-se o software SigmaPlot 2001.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A Figura 2.2 apresenta a variacdo média, referente as trés repeti¢des, das
contagens (logio UFC/mL) de S. aureus para cada tempo em cada ensaio.

Nos ensaios com leite desnatado (1 e 2), as maiores reducdes foram de 0.42 log1o
UFC/mL, em T5 (25 minutos), enquanto que nos ensaios com leite integral (3 e 4), foram de

0.19 e 0.21 logio UFC/mL, respectivamente, também em T5.

o - —. .I - . I
1 -
N
1 .

TLT2T3T47T5 T1T2T3T47T5 T1T2T3T4T5 T1T2T3T4T5
1 2 3 4

Figura 2.2 — Variacdo média das contagens de Staphylococcus aureus ap6s 0zonizagao, em cada
tempo, para cada ensaio.

Analisando a Figura 2.2, observa-se que o efeito segue um padréo consistente
em todos 0s ensaios. Os resultados mostram que, em T1 (5 minutos), ndo houve reducgéo da
carga microbiana, mas a partir de T2 (10 minutos), observou-se diminui¢do crescente na

contagem de S. aureus com o0 aumento do tempo de tratamento. Dessa forma, percebe-se que a
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eficacia do processo de ozonizacdo na reducdo da populacdo de S. aureus é dependente do
tempo em que o gas 0zOnio permanece em contato com o0 micro-organismo.

Alguns trabalhos corroboram o efeito do tempo de ozonizagédo sobre bactérias
de diferentes espécies. Cavalcante et al. (2013) avaliaram os efeitos da ozonizacdo do leite cru
sobre a sua microbiota, usando tempos de 5, 10 e 15 minutos (concentracdo de 1,5 mg/L) e
observaram uma reducdo de 0.52 logio UFC/mL na populacdo de Staphylococcus spp em 10
minutos e 1.02 logio UFC/mL em 15 minutos. O trabalho de Cavalcante et al (2013), entretanto,
teve algumas diferencas metodoldgicas em relacdo ao presente, principalmente o uso do agente
tensoativo polissorbato 80, que foi usado para melhorar o contato com o 0zonio, 0 que pode ter
influenciado na obtencdo de maiores redugbes na populagdo bacteriana. Sheelamary e
Muthukumar (2011) verificaram a eficacia da ozonizacgéo do leite sobre Listeria monocytogenes
e observaram que, apds 5 minutos, houve reducdo de metade da populacéo inicial e depois de
15 minutos de tratamento, toda a microbiota foi eliminada. Listeria monocytogenes, de acordo
com o estudo de Restaino et al. (1995), é naturalmente mais sensivel ao ozénio do que o S.
aureus. Ainda, Pirani (2011) avaliou os efeitos do 0zonio sobre colénias de S. aureus inseridas
em ambiente controlado e observou que ap6s uma hora de tratamento, ocorreu reducéo de 3.1
logio UFC/mL. Tal trabalho também mostra a necessidade de muito tempo de contato entre o
0z06nio molecular e as colbnias de S. aureus, ja que, durante 0 mesmo periodo de o0zonizag&o,
houve uma reducéo de 5.8 logio UFC/mL nas contagens de Escherichia coli.

Segundo Silva et al. (2011), as bactérias Gram negativas possuem, em geral,
maior sensibilidade ao 0zonio do que as Gram positivas, devido a menor quantidade de
peptideoglicano em sua parede celular, o que foi observado também por Kim (1998), que
detectou, por microscopia eletronica, maiores danos na estrutura celular de Gram negativas. O
peptideoglicano é o principal polimero componente da parede celular das bactérias Gram
positivas e possui na sua formacdo moléculas de N-acetilglicosamina. De acordo com Rey et
al. (1995), a molécula de N-acetilglicosamina é bem mais resistente a acdo do 0zoénio em meio
aquoso, quando comparada a molécula de glicosamina, o que pode explicar parte da resisténcia
das bactérias Gram-positivas ao 0zonio, em especial S. aureus, que tem em sua parede celular

uma quantidade relativamente alta (50 % da massa) de peptideoglicano.
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Figura 2.3 — Variacdo média, nos ensaios, das contagens de Staphylococcus aureus apds ozonizagéo
em todos os tempos.

Com relacdo aos niveis de concentracdo de ozonio utilizados na pesquisa (34.7
e 44.8mg/L) observou-se que ndo houve diferenca significativa (P>0,05) entre eles. Portanto,
nas condi¢bes do trabalho, o aumento da concentracdo de ozénio ndo aumentou a eficacia do
processo. Hunt e Marifias (1997) estudaram a cinética da inativacdo de Escherichia coli pelo
0zOnio e concluiram que tanto a concentracdo quanto a densidade de micro-organismos ativos
foram os principais fatores determinantes para a eficiéncia do processo.

Silva et al. (2011) enfatizam que o controle correto da concentracdo do 0zoénio
para o tratamento dos alimentos é importante ndo apenas para a sua eficacia, mas para que nao
haja danos oxidativos, odor desagradavel e alteragdo na cor. As concentragdes utilizadas (34.7
mg/L e 44.8 mg/L) sdo consideradas altas em comparacdo com a maioria dos trabalhos sobre o
uso do ozdnio como método de beneficiamento de alimentos. Essas concentraces foram
selecionadas levando em consideracéo os resultados obtidos por Santos (2013), que realizou a
ozonizagdo de amostras de leite cru utilizando diversos tempos e concentragOes diferentes,
atingindo a melhor eficiéncia com concentrac6es a partir de 15mg/L.

A comparagéo dos resultados obtidos com leites de diferentes teores de gordura
(integral e desnatado) demonstrou que ndo foram observadas diferencas significativas (P <0,05)
na reducdo do micro-organismo até T3, entretanto, T4 e T5 apresentaram diferenca significativa

(P<0,05), constatando-se que a gordura do leite, mesmo homogeneizada (leite UAT), interfere
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na acdo bactericida do ozonio sobre S. aureus. Guzel-Seydim et al. (2004) avaliaram os efeitos
da ozonizagéo sobre Bacillus stearothermophilus, E.coli e S. aureus que foram inoculados em
cinco substratos diferentes: solucdo tampdo estéril, creme de leite, solucdo de goma de
alfarroba, solucéo de amido soluvel e solucao de caseinato de sodio. Os autores concluiram que
o creme de leite e o caseinato promoveram o maior efeito de protecdo as bactérias. A reducao
de S. aureus, ap6s 10 minutos, em amido foi completa e em creme de leite, de 1.02 logo.

Patil et al. (2009) também constataram os efeitos da matéria organica sobre os
efeitos oxidativos do 0z6nio sobre E. coli em diferentes tipos de suco de laranja (variando a
quantidade de matéria orgénica). Os autores concluiram que a quantidade de matéria organica
interferiu na acdo do oz6nio foi mais eficiente quando em suco filtrado. Em agua, as reacdes de
oxidacdo dos componentes bacterianos pelo 0zénio podem ocorrer de duas maneiras: oxidagédo
direta pelo 0zénio molecular ou oxidacdo indireta, causada pelos radicais livres formados pela
autodecomposicao ou pela reagdo com compostos organicos ou inorganicos (Hunt e Marifias,
1997). A matéria organica tende a interagir antes com o 0z6nio, interferindo na oxidagdo das
bactérias pelo contato direto com 0z6nio molecular, que é segundo alguns autores (Finch et al.,
1992; Labatiuk et al., 1994), o mecanismo predominante. Segundo Kim (1998), a quantidade
de matéria também pode interferir na solubilidade do 0z6nio em meio liquido.

Além da presenca da matéria organica, a sua composicdo é de extrema
importancia e determinante na acdo do ozénio. Este fato é corroborado pelas Figuras 2.4, 2.5 e
Tabela 2.2, nas quais sdo apresentadas as curvas e equacdes de regressdao de concentracdo de
ozonio residual em funcdo do tempo, apds passagem por coluna contendo leite, nas
concentragdes de 34.7 mg/L e 44.8 mg/L, respectivamente. Dois aspectos devem ser
destacados: o tempo de saturacdo do gas 0z6nio e as concentracdes de saturacao e respectivos
valores de Csa/Co. O tempo de saturacdo permaneceu entre 5,44 e 7,68 minutos. Com relagédo
a concentracdo de saturacdo, quando se adotou concentracdo inicial de 34.7 mg/L, obteve-se
para os leites desnatado e integral, concentracOes de saturacdo equivalentes a 19,69 (Csa/Co =
0,57) e 13,39 mg/L (Csat/Co = 0,39), respectivamente. No que tange a concentragdo inicial de
44,8 mg/L, obteve-se concentragdes de saturacdo equivalentes a 34,35 (Csat/Co = 0,77) e 30,86
mg/L (Csat/Co = 0,69), para os leites desnatado e integral, respectivamente. Entdo, verifica-se
que quando se utilizou leite integral, obtiveram-se menores valores de concentracdo de
saturacdo e relacdo Csa/Co. Essa tendéncia pode ser associada a degradacdo do ozénio mais
acelerada no leite, a medida que se eleva o teor de gordura, o que provavelmente interferiu na

eficiéncia do processo de 0zonizagdo na inativacdo de S. aureus.
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Figura 2.4 — Concentragdo de oz6nio residual medido antes (inicial) e apds o contato do gas com as

amostras nos ensaios 1 e 3.
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Tabela 2.2 - Equacdes de regressdo ajustadas e respectivos coeficientes de determinacio (R?)

para concentracdo residual do 0z6nio em funcéo do tempo apds passagem por coluna contendo

300 mL de leite desnatado e integral, na temperatura de 10°C, e concentracdo do gas de 34,7 e

448 mg L.

Concentracéo
do ozonio  Tipo de leite
(mg L)

Relacédo
CSat/CO

Desnatado
34,7
Integral
Desnatado
44,8
Integral

0,57

0,39

0,77

0,69

tsat — Tempo de saturacdo
Csa — Concentracéo de saturacéo
Co — Concentragdo inicial
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4, CONCLUSAO

Os resultados obtidos nessa pesquisa permitem concluir que o 0zénio é um
método eficaz na reducdo das contagens de S. aureus em leite integral e desnatado, sendo que
comeca a haver reducdo da microbiota a partir de 10 minutos de ozonizacdo, nas duas
concentragOes de ozoOnio testadas. Os efeitos sdo mais acentuados a partir dos 20 minutos de
0zonizagdo, em todos 0s ensaios.

A gordura do leite quando em teores integrais, mesmo sendo homogeneizada,
diminui a eficiéncia do 0zdnio sobre a reducdo de S. aureus. A diferenca entre 0s ensaios com
leite integral e desnatado é significativa a partir de 20 minutos, quando entdo se acentua o efeito
do tratamento.

Assim como a pasteurizacgdo, a 0zonizagao age na reducao de S. aureus no leite.
Entretanto, ha necessidade de mais estudos para a sua utilizacdo deste processo como método
alternativo no beneficiamento do leite.
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ANEXOS

Tabela 2.3 — Contagens do nimero de colbnias de Staphylococcus aureus antes e depois da ozonizacao de leite integral.

\ Ensaio 1 \ Ensaio 2
Tempo (min.) Contagem Contagem Final Variagéo Contagem inicial  Contagem final Variagédo
Inicial (UFC/mL) UFC/mL) (UFC/mL)
(UFC/mL)
5 1,84x10* 1,85x10* 100 1,75 x10* 1,81 x10* 600
4,1x10* 3,9x10* -2000 2,83 x10* 2,6 x10* -2300
5,4x10* 5,9 x10* 5000 2,26 x10* 2,77 x10* 5100
Média 3,78x10* 3,88x10* 1033,33 2,28x10* 2,39 x10* 1133,333
10 1,64x10* 1,67 x10* 300 3,56 x10* 2,88 x10* -6800
5,7x10* 5,1 x10* -6000 3,39 x10* 2,44 x10* -9500
7,85x10* 7,25 x10* -6000 3,47 x10* 3,32 x10* -1500
Média 5,06 x10* 4,67 x10* -3900 3,47 x10* 2,88 x10* -5933,33
15 1,97x10* 9,7x10° -10000 6,25 x10* 4,85 x10* -14000
1,71x10* 1,14 x10* -5700 4,55 x10* 3,45 x10* -11000
7,25x10* 6,35 x10* -9000 5,7 x10* 4,4 x10* -13000
Média 3,64 x10* 2,82 x10* -8233,33 5,5 x10* 4,23 x10* -12666,7
20 1,23x10* 6,6x10° -5700 5,6 x10* 2,53 x10* -30700
1,75x10* 7,2x10° -10300 4,7 x10* 2,2 x10* -25000
4,37x10* 2,06 x10* -23100 3,8 x10* 1,9 x10* -19000
Média 2,45 x10* 1,14 x10* -13033,3 4,7 x10* 2,21 x10* -24900
25 1,59x10* 7,8x10° -8100 5,81 x10* 2,1x10* -37100
3,72x10* 1,17 x10* -25500 4,8 x10* 1,0 x10* -32000
4,04x10* 1,41 x10* -26300 4,45 x10* 1,85 x10* -26000
Média 3,11 x10* 1,12 x10* -19966,7 5,02 x10* 1,85 x10* -31700

Ensaio 1: coldnias inoculadas em leite desnatado; concentragdo de 0zonio a 21mg/L.
Ensaio 2: colonias inoculadas em leite desnatado; concentragdo de 0zonio a 31mg/L.
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Tabela 2.4 — Contagens do nimero de colbnias de Staphylococcus aureus antes e depois da ozonizacao de leite integral.

| Ensaio 3 | Ensaio 4
Tempo Contagem Contagem Final Variagédo Contagem inicial  Contagem final Variagédo
(min.) Inicial (UFC/mL) UFC/mL) (UFC/mL)
(UFC/mL)
5 5,7 x10* 5,8 x10* 1000 3,2 x10* 2,9 x10* -3000
4,4 x10* 4,0 x10* -4000 3,7 x10* 4,2 x10* 5000
6,5 x10* 6,6 x10* 1000 5,1 x10* 6,0 x10* 9000
Média 5,53 x10* 5,46 x10* -666,667 4,00 x10* 4,36 x10* 3666,667
10 6,0 x10* 5,0 x10* -10000 5,1 x10* 4,6 x10* -5000
4,3 x10* 4,0 x10* -3000 5,0 x10* 4,0 x10* -10000
3,6 x10* 2,3 x10* -13000 5,7 x10* 4,0 x10* -17000
Média 4,63 x10* 3,76 x10* -8666,67 5,26 x10* 4,2 x10* -10666,7
15 3,9 x10* 2,3 x10* -16000 6,0 x10* 6,1 x10* 1000
3,9 x10* 3,7 x10* -2000 4,7 x10* 3,7 x10* -10000
4,7 x10* 3,9 x10* -8000 3,2 x10* 3,0 x10* -2000
Média 4,16 x10* 3,3x10* -8666,67 4,63 x10* 4,26 x10* -3666,67
20 4,1 x10* 2,2 x10* -19000 6,4 x10* 3,5 x10* -29000
3,2 x10* 2,4 x10* -8000 4,0 x10* 3,6 x10* -4000
4,5 x10* 3,2 x10* -13000 5,4 x10* 2,7 x10* -27000
Média 3,93 x10* 2,6 x10* -13333,3 5,26 x10* 3,26 x10* -20000
25 3,6 x10* 2,2 x10* -14000 4,7 x10* 3,4 x10* -13000
4,7 x10* 3,2 x10* -15000 3,5 x10* 1,9 x10* -16000
3,2 x10* 2,0 x10* -12000 4,1 x10* 2,4 x10* -17000
Média 3,83 x10* 2,46 x10* -13666,7 4,10 x10* 2,56 x10* -15333,3

Ensaio 3: colonias inoculadas em leite integral; concentracdo de ozonio a 21mg/L.
Ensaio 4: colbnias inoculadas em leite integral; concentracdo de 0zénio a 31mg/L.



