
 

 

 

UNIVERSIDADE DE BRASÍLIA 

FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINÁRIA 

 

 

 

ESTUDO DA INTERFERÊNCIA DE SUBSTRATOS 

ORGÂNICOS NA AÇÃO DO OZÔNIO SOBRE 

MICRORGANISMOS DETERIORANTES, BENÉFICOS E 

PATOGÊNICOS 

 

 

 

STEFANIA MARCIA DE OLIVEIRA SOUZA 

 

 

 

 

TESE DE DOUTORADO EM CIÊNCIAS ANIMAIS 

 

 

 

 

 

BRASÍLIA-DF 

DEZEMBRO DE 2016



ii 
 

 

 

 

 

UNIVERSIDADE DE BRASÍLIA 

FACULDADE DE AGRONOMIA E MEDICINA VETERINÁRIA 

  

 

 

 

ESTUDO DA INTERFERÊNCIA DE SUBSTRATOS 

ORGÂNICOS NA AÇÃO DO OZÔNIO SOBRE 

MICRORGANISMOS DETERIORANTES, BENÉFICOS E 

PATOGÊNICOS 

 

 

 

STEFANIA MARCIA DE OLIVEIRA SOUZA 

 

 

 

ORIENTADORA: MÁRCIA DE AGUIAR FERREIRA 

 

 

TESE DE DOUTORADO EM CIÊNCIAS ANIMAIS 

PUBLICAÇÃO: 174D/2016 

 

 

 

BRASÍLIA-DF 

DEZEMBRO DE 2016 





iv 
 

 

 

Ficha catalográfica elaborada automaticamente,  

com os dados fornecidos pelo(a) autor(a) 

 

 

 

 

 

 

 

 

CDU:614.3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Souza, Stefania Marcia de Oliveira  

ESTUDO DA INTERFERÊNCIA DE SUBSTRATOS ORGÂNICOS NA AÇÃO 

DO OZÔNIO SOBRE MICRORGANISMOS DETERIORANTES, BENÉFICOS 

E PATOGÊNICOS / Stefania Marcia de Oliveira Souza; orientador 

Márcia de Aguiar Ferreira. -- Brasília, 2016.  

134 p.  

 

Tese (Doutorado - Doutorado em Ciência Animal) -- Universidade de 

Brasília, 2016. 

 

 1. Microbiota do Leite. 2. Inocuidade dos alimentos. 3. matéria 

orgânica. 4. Lactobacillus sakei. 5. Escherichia coli. I. Ferreira, Márcia de 

Aguiar, orient. II. Título. 



v 
 

DEDICATÓRIA 

 

 

Dedico aos meus pais Luiz Carlos de Souza (in memoriam) e Gloria Maria de Oliveira Souza, 

meus exemplos de vida, honestidade e humildade que sempre me ensinaram e me apoiaram 

em toda minha caminhada profissional. 

Ao meu esposo Felipe Matheus dos Santos pelo apoio e incentivo incondicional. 

Aos meus filhos Johnnathan Luiz e Derick Noah por serem meus motivos maiores a seguir 

adiante. 

Aos meus irmãos Roger, Marcel e Fernanda pelos dias de descontração e por não me 

permitir desistir jamais. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



vi 
 

 

 

 

 

 

 

AGRADECIMENTOS 

 

Nesses anos de doutorado foram muitas as pessoas que colaboraram e às quais espero 

poder transmitir toda minha eterna gratidão. 

A Deus, em primeiro lugar, por permitir vencer mais esta etapa profissional, dando-me 

força e saúde. 

Ao meu pai que lá do céu me manteve firme para conseguir concluir esta jornada. A 

minha amada mãe que me prestou toda solidariedade, me apoiando e me auxiliando com meus 

filhos para que eu pudesse me dedicar à pesquisa. Mãe muito obrigada! 

Ao meu marido Felipe por simplesmente me amar dedicando sua paciência quando eu 

muitas vezes perdi a minha, sua atenção por me ouvir nos momentos de angústia, sua força e 

seu enorme carinho. Amo-te demais! 

Aos meus filhos, irmãos, cunhadas, sobrinhos e amigos, que me incentivaram nesta 

trajetória e por sempre estarem presentes em minha vida! Amo vocês! 

À minha orientadora Profa. Márcia de Aguiar Ferreira, que me confiou mais este 

trabalho e deu-me a oportunidade de realizá-lo, agradeço imensamente pelos ensinamentos, 

por toda a sua paciência e pelas conversas sempre construtivas. Ao Professor Ernandes 

Alencar pela colaboração incansável em vários finais de semanas dedicados a esta pesquisa e 

pelas conversas sempre agradáveis. 

Aos companheiros do Laboratório de Análises de Leite e Derivados, Jaqueline, 

Emanuel, Sabrina e Kamila pela imensa colaboração na pesquisa, na organização dos 

materiais, pelas ideias, enfim por tudo.  

 

Meu muito obrigado a todos vocês! 

 

 

 

 



vii 
 

 

 

 

 

 

ÍNDICE 

 
ÍNDICE ............................................................................................................................. vii 

RESUMO ............................................................................................................................ x 

ABSTRACT ...................................................................................................................... xii 

LISTA DE FIGURAS ...................................................................................................... xiv 

LISTA DE QUADROS ..................................................................................................... xv 

LISTA DE TABELAS ..................................................................................................... xvi 

CAPITULO I ....................................................................................................................... 1 

1. INTRODUÇÃO ........................................................................................................... 2 

1.1. Problemática e Relevância ........................................................................................... 3 

1.2. Objetivos ...................................................................................................................... 6 

2. REVISÃO DE LITERATURA ....................................................................................... 6 

2.1. Principais microrganismos patogênicos veiculados por alimentos .............................. 6 

2.2. Bactérias Ácido Láticas .............................................................................................. 11 

2.2.1. Gênero Lactobacillus e importância na indústria de alimentos............................... 13 

2.3. Substratos para desenvolvimento microbiano ............................................................ 15 

2.3.1. Principais componentes do leite .............................................................................. 17 

2.4. Biofilmes na indústria de alimentos e importância da higienização .......................... 19 

2.5. Ozônio ........................................................................................................................ 24 

2.5.1. Propriedades do ozônio ........................................................................................... 25 

2.5.2. Geração de ozônio ................................................................................................... 27 

2.5.3 Segurança ................................................................................................................. 28 

2.5.4. Ação antimicrobiana do ozônio ............................................................................... 29 

2.5.5. Utilização do ozônio na indústria de alimentos ....................................................... 31 



viii 
 

CAPÍTULO II .................................................................................................................... 57 

RESUMO .......................................................................................................................... 58 

ORGANIC MATTER INTERFERENCE IN THE OZONE’S ACTION ON 

ESCHERICHIA COLI AND LACTOBACILLUS SAKEI .................................................. 59 

ABSTRACT ...................................................................................................................... 59 

1.INTRODUÇÃO .............................................................................................................. 60 

2. MATERIAIS E MÉTODOS ......................................................................................... 64 

2.1.  Local da pesquisa, origem das cepas e tratamento dos substratos ............................ 64 

2.2. Preparo dos inóculos .................................................................................................. 64 

2.3. Aplicação do ozônio ................................................................................................... 65 

2.4.  Binômios concentração de ozônio x tempo de exposição ......................................... 65 

2.5. Contagens microbiológicas dos substratos inoculados............................................... 66 

2.6. Análises físico-químicas ............................................................................................. 66 

2.7. Delineamento Experimental ....................................................................................... 66 

4.DISCUSSÃO .................................................................................................................. 74 

CAPÍTULO III .................................................................................................................. 88 

RESUMO .......................................................................................................................... 89 

ABSTRACT ...................................................................................................................... 90 

1.INTRODUÇÃO .............................................................................................................. 91 

2. MATERIAIS E MÉTODOS ......................................................................................... 93 

2.1. EXPERIMENTO I ..................................................................................................... 93 

2.1.1. Substratos orgânicos ................................................................................................ 93 

2.1.2. Preparo dos inóculos ............................................................................................... 94 

2.1.3. Aplicação do ozônio ................................................................................................ 94 

2.1.4.  Binômios de concentração de ozônio x tempo de exposição ................................. 95 

2.1.5. Análises microbiológicas dos substratos inoculados ............................................... 95 

2.1.6. Análises físico-químicas .......................................................................................... 95 

2.1.7. Delineamento Experimental .................................................................................... 95 

2.2. EXPERIMENTO II .................................................................................................... 96 

2.2.1. Preparo dos inóculos ............................................................................................... 96 

2.2.2. Obtenção do ozônio, tratamento da água destilada ozonizada e inóculos ............... 96 

2.2.3. Mensuração do ozônio residual na água .................................................................. 97 

2.2.4. Contagens microbiológicas ..................................................................................... 97 

2.2.5. Delineamento Experimental .................................................................................... 97 



ix 
 

3.RESULTADOS .............................................................................................................. 98 

4. DISCUSSÃO ............................................................................................................... 103 

6.REFERÊNCIAS ........................................................................................................... 108 

7. CONSIDERAÇÕES FINAIS ...................................................................................... 114 

ANEXOS ......................................................................................................................... 116 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



x 
 

RESUMO 

 

ESTUDO DA INTERFERÊNCIA DE SUBSTRATOS ORGÂNICOS NA AÇÃO DO 

OZÔNIO SOBRE MICRORGANISMOS DETERIORANTES, BENÉFICOS E 

PATOGÊNICOS.  

Stefânia Márcia de Oliveira Souza
1
, Márcia de Aguiar Ferreira

1,2
 

1
Faculdade de Agronomia e Veterinária - UnB, DF, 

2 
Laboratório de Análise de Leite e 

Derivados - UnB. 

A utilização do ozônio na indústria de alimentos é alvo de pesquisas desde que o composto foi 

considerado seguro por associações internacionais como a FDA (Food and Drug 

Administration), com efetiva ação contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, fungos e 

vírus. Essa pesquisa foi conduzida em duas etapas que objetivaram avaliar a interferência de 

substratos orgânicos na ação do ozônio sobre microrganismos deteriorantes e benéficos, a 

eficácia do ozônio e da água ozonizada refrigerada sobre patogênicos. Na primeira adotaram-

se como substratos orgânicos, leites com diferentes composições (integral homogeneizado 

com lactose, integral homogeneizado sem lactose, desnatado homogeneizado com lactose, 

desnatado homogeneizado sem lactose integral sem homogeneização) que foram inoculados 

com cepas de Escherichia coli (ATCC® 11229™) e Lactobacillus sakei subsp. sakei 

(ATCC® 15524™); também, avaliou-se a água como um substrato parâmetro de comparação. 

O gás ozônio foi utilizado nas concentrações de 21 e 31 mg/L por períodos de exposição de 0, 

5, 15 e 25 min. Na segunda etapa, foi avaliado o efeito da aplicação direta (gás) e indireta 

(água ozonizada) do ozônio sobre Escherichia coli O157:H7 (ATCC® 43890™); na 

aplicação direta utilizou-se os mesmos substratos, concentrações de ozônio e períodos de 

exposição da primeira etapa. Para a obtenção da água ozonizada, a concentração utilizada do 

gás foi de 31 mg/L e o período de exposição de 15 min; adotou-se um período de contato de 5 

min do inóculo com a água ozonizada que era mantida estocada sob refrigeração (7
o
C ±1

o
C) 

por 0; 0,5; 1,0; 1,5; 3,0 e 24 h. Em ambas as etapas o efeito do ozônio foi determinado por 

meio das contagens dos microrganismos inoculados, antes e após a ozonização. Para as 

contagens de E. coli utilizou-se o sistema Petrifilm™ EC; para contagens de Lb. sakei 

utilizou-se o ágar De Man Rogosa e Sharpe (MRS) e, para E. coli O157:H7 foi utilizado o 

ágar Violet Red Bile (VRB). Por fim, buscou-se observar possíveis alterações das 

características físico-químicas dos leites submetidos à ozonização. Aplicou-se o 

Delineamento Inteiramente Casualizado, com três repetições. Na primeira etapa verificou-se 

que a composição do substrato interfere na ação do ozônio sobre as contagens de E. coli e Lb. 

sakei. Observou-se que as maiores reduções nas contagens desses microrganismos ocorreram 

quando em água e em leite desnatado homogeneizado sem lactose. Em água, tanto para E. coli 

quanto para Lb. sakei, as reduções médias nas contagens foram maiores que 3 ciclos log, em 

todas as combinações de concentração do gás e período de exposição. Quando o substrato foi 

leite desnatado homogeneizado sem lactose, as reduções nas contagens de E. coli, 

independentemente do tempo, permaneceram entre 3,1 e 3,36 ciclos log, enquanto que para 

Lb. sakei, a maior redução foi de 1,49 ciclos log e na concentração de 31 mg/L por 25 min. 

No substrato leite integral homogeneizado, as reduções na contagem de Lb. sakei foram 

inferiores a 0,1 ciclo log. Na segunda etapa, também se constatou que a ação do ozônio sobre 

E. coli O157:H7 foi influenciada pela composição dos substratos. No leite desnatado 

homogeneizado sem lactose foram obtidas reduções de 1,53 e 1,54 ciclos log para períodos de 

exposição de 25 min. nas concentrações de 21 e 31 mg/L, respectivamente. Nos substratos 

leite integral homogeneizado com lactose e leite desnatado homogeneizado com lactose, as 

reduções nas contagens de E. coli O157:H7 foram inferiores a 0,40 ciclo log, em ambas as 

concentrações de ozônio e em todos os períodos de exposição ao gás. Já na avaliação da 

eficiência da água ozonizada sobre E. coli O157:H7 os resultados mostraram redução média 
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de aproximadamente, 4,5 ciclos log em todos os ensaios realizados. Não foram observadas 

alterações significativas nas características físico-químicas nos diferentes leites submetidos à 

ozonização. Os resultados dessa pesquisa permitem concluir que substratos orgânicos gordura 

e lactose, como os principais componentes do leite, interferem na ação do ozônio sobre E. coli 

e E. coli O157:H7 diminuindo a sua eficácia como sanitizante e reforçando a necessidade de 

remoção adequada de matéria orgânica nos processos de limpeza. Por outro lado, as baixas 

reduções nas contagens de Lb. sakei indicam que o seu desenvolvimento é pouco afetado pelo 

ozônio, quando inoculado em substratos orgânicos. A água ozonizada refrigerada por até 24 h 

é eficaz no controle de E. coli O157:H7, podendo representar uma alternativa a outros 

sanitizantes. E por fim, a aplicação de ozônio no leite, nas concentrações avaliadas, não causa 

alterações importantes nas características físico-químicas do leite de vaca de diferentes 

composições. 

 

Palavras chaves: microbiota, leite, inocuidade dos alimentos, matéria orgânica, Lactobacillus 

sakei, Escherichia coli. 
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ABSTRACT 

 

STUDY OF THE INTERFERENCE OF ORGANIC SUBSTRATES IN THE ACTION 

OF OZONE ON DETERIORATING, BENEFICIAL AND PATHOGENIC 

MICROORGANISMS 

 

The use of ozone in the food industry has been the subject of research since the compound 

was considered safe by international associations such as an FDA, with effective action 

against Gram-positive and Gram-negative bacteria, fungi and viruses. This research was 

conducted in two stages that aimed to evaluate an interference of organic substrates in the 

action of ozone on a deteriorating and beneficial microorganism and an efficacy of 

refrigerated ozonated water on pathogens. In the first stage, organic milk substrates (lactose 

homogenized homogenate, lactose-free homogenized skim milk, lactose homogenized skim 

milk, lactose-free homogenized skim milk and whole without homogenization) were used as 

organic substrates and were inoculated with strains of Escherichia coli 11229 ™) and 

Lactobacillus sakei subsp. Sakei (ATCC® 15524 ™); Also, water was evaluated as a 

substrate parameter for comparison. Ozone gas was used at concentrations of 21 and 31 mg / 

L for periods of exposure of 0, 5, 15 and 25 min. In the second stage, the effect of direct and 

indirect ozone application on Escherichia coli O157:H7 (ATCC® 43890 ™) was evaluated; 

the direct application consisted of applying the same substrates, ozone concentrations and 

exposure periods according to the first step. To obtain ozonated water, the gas concentration 

was 31 mg / L and the exposure period was 15 minutes. A 5-minute contact period was used 

to evaluate the efficacy of ozonated water stored under refrigeration (7°C ± 1°C) by 0; 0,5; 

1,0; 1,5; 3,0 and 24 h in the control of E. coli O157: H7. In both stages the ozone effect was 

determined by the counts of the inoculated microorganisms, before and after the ozonation. 

For the counts of E. coli the Petrifilm ™ EC system was used; For Lb. sakei counts. (MRS) 

and E. coli O157:H7, the Violet Red Bile agar (VRB) was used. Finally, it was possible to 

observe possible changes in the physical-chemical characteristics of the milks submitted to 

ozonization. A completely randomized design was used, with three replicates. In the first step 

it was found that the substrate composition produces effects on ozone action on E. coli and 

Lb. Sakei counts. It was observed that the greatest reductions in the counts of these 

microorganisms occurred when in water and skim milk homogenized without lactose. In 

water, for both E. coli and Lb. sakei, mean counts reductions were greater than 3 log cycles in 

all combinations of gas concentration and exposure period. When the substrate was non-

lactose homogenized skim milk, the reductions in E. coli counts, regardless of the time, 

remained between 3,1 and 3,36 log cycles, whereas for Lb. Sakei, the largest reduction was 

1,49 log cycles and the concentration of 31 mg/L for 25 minutes. And when the substrates for 

homogenized whole milk, such as reductions in Lb. sakei count were less than 0,1 log cycle. 

In the second step, it was also found that an ozone action on E. coli O157:H7 was influenced 

by the composition of the substrates. In non-lactose homogenized skim milk, reductions of 

1,53 and 1,54 log cycles were obtained for 25 minutes exposure periods. At concentrations of 

21 and 31 mg / L, respectively. On the substrates homogenized milk with lactose and skim 

milk homogenized with lactose, the reductions in the counts of E. coli O157: H7 were lower 

than 0,40 log cycles, in both the concentration of ozone and in all periods of exposure to the 

gas. In the evaluation of the ozonated water efficiency on E. coli O157:H7 the results showed 

an average reduction of approximately 4,5 log cycles in all tests performed. No significant 

changes were observed in the physicochemical characteristics of the different milks submitted 

to ozonization. The results of this research allow us to conclude that organic substrates, such 

as the main components of milk, interfere with the action of ozone on E. coli, and E. coli 

O157:H7 decreasing its effectiveness as a sanitizing agent and reinforcing the need for 
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adequate removal of organic matter cleaning processes. On the other hand, the low 

reductions in Lb. sakei indicate that their development is poorly affected by ozone when 

inoculated on organic substrates. The refrigerated ozonated water for up to 24 hours is 

effective in the control of E. coli O157:H7, and may represent an alternative to other 

sanitizers. Finally, the application of ozone in milk, at the concentrations evaluated, does not 

cause important changes in the physical-chemical characteristics of cow's milk of different 

compositions. 

Key words: milk, microbiota, food safety, organic matter, Lactobacillus sakei, Escherichia 

coli. 
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1. INTRODUÇÃO 

  O grande desafio atual que as indústrias de alimentos enfrentam é o 

desenvolvimento de tecnologias de controle da contaminação em plantas de processamento 

industriais. O aumento da demanda por tais tecnologias demonstra a necessidade de utilização 

de processos que propiciem segurança microbiológica na produção e proporcionem mínimas 

alterações físico-químicas e sensoriais dos produtos. Tais tecnologias de 

processamento/conservação não devem agredir o meio ambiente nem causar alterações 

indesejáveis nos produtos. As tecnologias aplicadas com este intuito são chamadas de 

―tecnologias não convencionais‖, ―tecnologias emergentes‖, ―tecnologias inovadoras‖, 

―tecnologias limpas‖, ou ―tecnologias de baixo impacto ambiental‖ (SLONGO, 2008).  

Dentre estas tecnologias para sanitização, destaca-se o processo de ozonização. 

  De maneira geral, espera-se que os sanitizantes apresentem toxicidade e 

corrosividade baixas, sejam estáveis nas mais diversas condições de uso, possuam amplo 

espectro de ação antimicrobiana, destruam rapidamente os agentes e sejam aprovados pelos 

órgãos competentes como o Ministério da Saúde. Porém, não existe um único produto que 

apresente todas essas características, por isso é importante conhecer as propriedades de cada 

um que esteja disponível, para selecionar o mais adequado para cada aplicação específica 

(ANDRADE, 2008). 

O ozônio (O3) é um agente antimicrobiano, com reatividade elevada e 

decomposição espontânea em produtos não tóxicos (oxigênio). A ozonização tem sido 

utilizada na Europa para sanitizar água para o consumo humano. Outros usos comerciais 

incluem tratamento de piscinas, sanitização de galões de água, higienização de câmara-frias e 

equipamentos utilizados no processamento de alimentos, além da inativação da microbiota 

contaminante com resultados satisfatórios na inativação e eliminação de bactérias, fungos, 

vírus e protozoários (GOPAL et al., 2010; SILVA et al., 2011; CAVALCANTE et al., 2015; 

COUTO et al., 2016).  
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A aplicação de ozônio tem sido avaliada em diversos produtos cárneos, 

derivados lácteos, aves, peixes, frutas e vegetais, e os resultados obtidos nas pesquisas 

afirmam que ocorre aumento da vida de prateleira dos produtos, e que o gás pode ser usado 

como sanitizante no processamento de alimentos. O nível de inativação varia com o pH, 

temperatura e quantidade de matéria orgânica associadas as células, ou seja, sua eficácia esta 

diretamente relacionada ao tipo de substrato ao qual o microrganismo esta inserido (KIM et 

al., 1999; IBANOGLU, 2001; SHARMA e DEMIRCI, 2003; WU et al.; 2006; BIALKA e 

DEMIRCI 2007; NAJAFI e KHODAPARAST, 2009; TIWARI et al., 2009; O’DONNELL et 

al., 2012; COUTO et al., 2016). 

  A ozonização passou a ser utilizada no Brasil como alternativa aos métodos 

convencionais de pré-cloração e pré-aeração no tratamento de águas superficiais a partir de 

1983 (LAPOLLI et al., 2003). Na área de alimentos, poucas pesquisas têm sido realizadas no 

país e ainda não existe legislação específica que oriente aplicações nesta área, embora seja 

eficiente e considerado mais seguro do que os demais sanitizantes comumente utilizados pela 

indústria de alimentos, pois não deixa resíduos capazes de alterar suas características 

organolépticas. Dentre suas aplicações destaca-se a desinfecção de instalações, equipamentos 

e embalagens, além de evitar formação de biofilmes microbianos (PASCHOALATO et al., 

2008; LANITA e SILVA, 2008; CAVALCANTE et al., 2014). 

1.1. Problemática e Relevância 
  As bactérias, bolores e leveduras são os microrganismos de maior destaque 

como agentes potenciais de deterioração e como eventuais patógenos ao homem. Na grande 

maioria das situações, as bactérias são os microrganismos numericamente predominantes, 

principalmente por apresentarem um tempo de geração bastante reduzido, serem capazes de 

utilizar uma diversidade de substratos e apresentarem ampla variação de comportamento dos 

diferentes gêneros frente a fatores ambientais (DE MESQUITA et al., 2014). 

  Em qualquer tipo de processamento industrial a manutenção das condições 

higiênico-sanitárias é um requisito essencial. Sabe-se que a carga microbiana contaminante do 

produto final é a somatória dos microrganismos presentes na matéria-prima e aqueles que se 

agregam ao produto ao longo das várias etapas do processo, principalmente em função do 

contato com superfícies e equipamentos mal higienizados, formação de biofilmes bacterianos, 

intensidade e condições de manuseio, qualidade da água e do ar, bem como fatores ambientais 

diversos (PARIZZI et al., 2004).  
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  A formação de biofilmes ocorre em virtude da deposição e adesão de 

microrganismos em uma superfície de contato, a qual se fixa, constitui uma matriz de 

exopolissacarídeos e iniciam seu crescimento. Seu desenvolvimento é diretamente 

relacionado à quantidade de nutrientes nestes locais e em relação à quantidade de líquidos. 

Sua formação é preocupante devido sua potencialidade em resistir a tratamentos 

antimicrobianos e à sanitizantes, além de causar deterioração, perda da qualidade ou 

veiculação de patógenos (KASNOWSKI et al., 2010). 

  Dentre os microrganismos que podem participar de processos de formação de 

biofilmes e gerar problemas de saúde pública ou de ordem econômica, destacam-se: 

Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fragi, Pseudomonas fluorescens, Micrococcus sp. e 

Enterococcus faecium. Como exemplos de patogênicos pode-se citar: Listeria 

monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Salmonella thyphimurium, Escherichia coli 

O157:H7, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus (PARIZZI et al., 2004).  

   Apesar dos recentes avanços tecnológicos e científicos, principalmente na 

indústria de laticínios, observa-se a ocorrência de enfermidades de origem alimentar devido à 

ingestão de alimentos contaminados por microrganismos patogênicos contidos nos produtos, 

que podem ser provenientes do contato com biofilmes existentes na planta de processamento 

com sanitização realizada de forma ineficaz (MEDONLINE, 2008). 

A sanitização é um conjunto de procedimentos higiênico-sanitários que visa 

garantir a obtenção de superfícies, equipamentos e ambientes com características adequadas 

de limpeza e baixa carga microbiana residual. A procura de novos métodos de diminuição de 

microrganismos continua a ser um assunto relevante nos nossos dias. Embora os métodos 

tradicionais de desinfecção sejam intensivamente usados pela indústria alimentar, eles são 

também quimicamente intensivos e estão associados a vários aspectos negativos, incluindo a 

promoção do fenômeno de resistência cruzada a outros agentes antimicrobianos (OLIVEIRA 

et al., 2010).  

  De acordo com Pirani (2011) uma alternativa às técnicas de sanitização 

tradicionais seria a aplicação de ozônio na redução da população de E. coli O157:H7 e 

Salmonella spp. Novak e Yuan (2003) relatam que patógenos que sobrevivem à ozonização 

apresentam-se menos propensos a colocar em risco a segurança alimentar do que patógenos 

sobreviventes a tratamentos térmicos subletais. 

  O ozônio tem uma meia-vida maior no estado gasoso do que em solução 

aquosa. Apresenta rápida degradação em água sendo ainda mais rápida quando em soluções 

impuras, ou seja, aquelas que contem duas ou mais substâncias diferentes (GUZEL-SEYDIM 
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et al., 2004). Quando comparado a outros agentes oxidantes, o ozônio destaca-se pelo elevado 

potencial de oxidação (2,07 mV) sendo o segundo mais poderoso agente oxidante, superado 

apenas pelo flúor (3,06 mV) (GUZEL-SEYDIM et al., 2004; SILVA et al., 2011). A 

inativação das bactérias pelo ozônio é um processo complexo, por agir sobre numerosos 

componentes celulares, incluindo proteínas, lipídios insaturados e enzimas respiratórias nas 

membranas celulares, peptideoglicanos dos envelopes celulares, enzimas e ácidos nucleicos 

no citoplasma, proteínas e peptideoglicano das paredes de esporos e cápsulas virais. Alguns 

autores concluíram que o ozônio molecular é o principal inativador de microrganismos, 

enquanto outros enfatizam que a atividade antimicrobiana é realizada pelos subprodutos de 

decomposição do ozônio tais como ˙OH, ˙O2- e HO3˙ (PIRANI, 2011). 

Santos (2013) observou a ação de ozônio na redução de microrganismos 

aeróbios mesófilos e características físico-químicas do leite, verificando redução de 

aproximadamente 1 ciclo log quando aplicada a concentração de 15 mg/L durante 15 minutos 

e, de 5 e 10 mg/L por 30 minutos. Nas análises físico-químicas o leite após ozonização 

apresentou redução de gordura, extrato seco desengordurado, lactose, densidade e proteína no 

binômio 18 mg/L por 10 minutos. 

De acordo com Silva et al. (2011), a desvantagem da utilização de ozônio 

como desinfetante é a sua instabilidade. O grande desafio é prever como o ozônio reage com a 

matéria orgânica; o gás pode oxidar o composto, ou espontaneamente, decompor-se em 

oxigênio e radicais livres. Os mecanismos de decomposição do ozônio são processos 

complexos, que dependem de fatores como os tipos de radicais formados em solução e o tipo 

de matéria orgânica presente. Portanto, é difícil generalizar que uma dada concentração 

particular de ozônio num determinado percentual será efetiva para inibição dos 

microrganismos presentes nos produtos alimentícios (LANGLAIS et al., 1991). 

Tendo em vista o exposto e a importância dos temas abordados, consideramos 

necessárias mais pesquisas que avaliem a ação do ozônio sobre os diversos microrganismos 

que podem ser veiculados por alimentos e, a influência da matéria orgânica, que pode estar 

presente em alimentos ou mesmo em equipamentos de processamento, na ação desse gás. 

Dessa forma, esse estudo buscou avaliar a interferência de compostos orgânicos na ação do 

ozônio sobre o desenvolvimento de microrganismos patogênicos, deteriorantes e benéficos 

artificialmente inoculados em leites com diferentes composições e em água, a fim de gerar 

mais dados sobre a sua a eficácia como sanitizante e ampliar a sua utilização na indústria de 

alimentos.  



6 
 

1.2. Objetivos 

Objetivo geral 

  Avaliar a interferência de substratos orgânicos na ação do ozônio sobre o 

desenvolvimento de microrganismos deteriorantes, benéficos e patogênicos. 

 

 

  

Objetivos específicos  

 Analisar a interferência da gordura e da lactose utilizados como substratos 

orgânicos, na ação do ozônio sobre Escherichia coli ATCC 11229™ e Lactobacillus sakei 

ATCC 15521™. 

 Avaliar os efeitos da aplicação direta e indireta de ozônio sobre o 

desenvolvimento de Escherichia coli O157:H7 (ATCC® 43890™)  inoculada em diferentes 

substratos orgânicos e em água. 

 Verificar o efeito da ozonização sobre os principais componentes do 

leite de vaca. 

2. REVISÃO DE LITERATURA 

2.1. Principais microrganismos patogênicos veiculados por alimentos  

 

  Os agentes etiológicos causadores de doenças e que podem ser veiculados por 

alimentos representam problemas de saúde coletiva em qualquer parte do mundo, 

especialmente nos países em desenvolvimento como o Brasil. A severidade varia muito e as 

fontes mais comuns de infecções são hambúrgueres, ―fast foods‖ e alimentos de ―self-

services‖, que são mais vulneráveis a uma série de riscos de contaminação por 

microrganismos, o que pode ser atribuído ao preparo rápido, manipulação e procedimentos 

inadequados durante o processamento e exposição. Dentre os principais microrganismos que 

podem ser veiculados por alimentos destacam-se Salmonella spp., Listeria monocytogenes, 

Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Brucella spp. e Mycobacterium (LIMA e 

OLIVEIRA, 2005). 

  Salmonella spp. são bactérias patogênicas importantes para a indústria de 

alimentos sendo um dos microrganismos mais significativos causadores de infecção alimentar 

(SIQUEIRA et al., 2003). São patógenos intracelulares que invadem a mucosa do trato 

intestinal, e são transmitidas de forma fecal-oral aos seres humanos principalmente através da 
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água, da carne, dos ovos e dos produtos das aves domésticas contaminados. A infecção por 

Salmonella spp. é uma doença gastrintestinal, sendo a mais frequente transmitida dos animais 

aos seres humanos (FERRETTI et al., 2001; RIYAZ-UHASSAN et al., 2004). 

   Os membros do gênero Salmonella são causas principais de infecção alimentar 

no mundo inteiro. Os sorotipos de Salmonella entérica são os agentes bacterianos primários 

responsáveis pelas manifestações de doença gastrintestinal humana. Entre os diferentes 

sorotipos, Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis são de importância clínica 

particular (REIS et al., 2015). 

  Listeria spp. é um bacilo Gram positivo, aeróbico e facultativamente, 

anaeróbico, não formador de esporos, catalase positiva, oxidase negativa, sendo a faixa ótima 

de pH para o seu crescimento, de 6 a 8, porém pesquisas realizadas demonstraram seu 

crescimento quando em faixas de pH que variaram de 4,1 até 9,6, sendo capazes também, de 

crescer em diferentes temperaturas, tempos de incubação e concentrações salinas.  

As espécies patogênicas para o homem e animais são L. monocytogenes e L. 

ivanovii (2) sendo atualmente descritas 13 espécies apatogênicas: L. innocua, L. welshimeri, 

L. grayi, L. seeligeri, L. rocourtiae, L. marthii, L. weihenstephanensis, L. fleischmannii, L. 

floridensis, L. aquatica, L. cornellensis, L. grandensis, e L. riparia (STEA et al., 2015).  

A principal via de transmissão é o consumo de alimentos contaminados 

devido à habilidade de L. monocytogenes de sobreviver em condições de estresse e formar 

biofilmes em equipamentos e utensílios de plantas de processamento de alimentos, produzidos 

por uma ampla variedade de materiais, como aço inoxidável, plástico e vidros (BARROS et 

al., 2007; SCHMID et al., 2009, ZHU et al., 2012; COLAGIORGI et al., 2016). A listeriose 

na forma invasiva é caracterizada por apresentar quadros graves e alta taxa de mortalidade em 

indivíduos imunocomprometidos, crianças, idosos e gestantes (VÁZQUEZ-BOLAND et al., 

2001; PAILLARD et al., 2003,  LECUIT, 2007; ANDRADE et al., 2014). A ocorrência de 

surtos de listeriose de origem alimentar tem sido relatada desde 1981, sendo que diversos 

alimentos, de origem animal e de origem vegetal, estão envolvidos (FLEMING et al., 1985, 

LINNAN et al., 1988; SCHLECH et al., 1993; NG e SEAH., 1995; CORDANO e 

ROCOURT, 2000; BARBALHO et al., 2005; PIETA et al., 2015; RIETBERG et al., 2016).  

 Mycobacterium tuberculosis é o agente etiológico da tuberculose humana, 

considerada a principal causa de morte em adultos por um único agente infeccioso, sendo 

responsável por 26% das mortes passíveis de prevenção no mundo. Não se conhece a 

proporção de casos de tuberculose causada por Mycobacterium bovis (CASANOVA e ABEL, 

2002, HUSSIEN e MAHROUS, 2016). 
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  As formas de transmissão do M. bovis do gado para os seres humanos se dá 

diretamente pela via aerógena, mediante a inalação do M. bovis e indiretamente, pelo 

consumo de leite e produtos lácteos não pasteurizados, e, além disso, o bovino elimina o 

bacilo no corrimento nasal, nas fezes, urina, nas secreções vaginais e uterinas e pelo sêmen. 

Diferente do que muitos acreditam a carne bovina, em via de regra, não pode ser apontada 

como fonte de infecção para a tuberculose humana, desde que passada por cocção, pois é raro 

o encontro do bacilo na musculatura. Porém para evitar algum problema a inspeção sanitária 

faz a condenação parcial ou total das carcaças, que conforme o caso é feito, pois a carne pode 

ser contaminada com secreções, fezes ou conteúdo dos granulomas formados (PARDO 2007; 

ZARDEN et al., 2013).  

   O gênero Staphylococcus é constituído de 40 espécies e 24 subespécies 

(MURRAY, 2010). A morfologia típica do gênero é classificada em cocos apresentando 

diâmetro médio de 1 µm e que tendem a se agrupar em arranjos semelhantes a cachos de uva, 

apresenta necessidade nutricional complexa. São bactérias móveis, não formadoras de 

esporos, anaeróbicas facultativas, catalase-positiva, oxidase-negativos e podem produzir a 

enzima coagulase, sendo estas potencialmente patogênicas, dentre elas, S. aureus, S. 

intermedius e S. hyicus (HARRIS, 2002; QUINN et al., 2005, JAY, 2005; BECKER et al., 

2015). 

De acordo com Quinn et al. (2005), os animais podem desenvolver a mastite 

estafilocócica bovina, a piemia pelo carrapato em cordeiros, a botriomicose em equinos e 

infecções supurativas em cães e gatos. A mastite contagiosa exerce importância, 

principalmente, em dois aspectos: economia da atividade leiteira e saúde pública.  

Trabulsi (2008) relata que as manifestações clínicas causadas por S. aureus em 

humanos podem ser divididas em três tipos: infecções superficiais, como abscessos cutâneos; 

infecções sistêmicas, como bacteremia e endocardite; intoxicações como a síndrome do 

choque tóxico e intoxicação alimentar. A intoxicação se desenvolve em pessoas que ingerem 

alimentos preparados ou armazenados de maneira imprópria. A severidade da doença depende 

da quantidade de alimento ingerido, da quantidade da toxina e do estado geral da saúde da 

vítima. A quantidade de toxina necessária para provocar intoxicação varia entre 20 e 100 ng e 

a doença só ocorre caso haja ingestão da toxina pré-formada no alimento, pois a bactéria, 

quando ingerida, não produz a toxina. É uma das principais causas de bacteremia tendo como 

principais sintomas: vômitos, diarreia, dor abdominal e náuseas podendo causar encocardite 

infecciosa e infecção osteoarticular (SCHELIN et al., 2011; MURRAY, 2010; TONG et al., 

2015). 
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A brucelose é uma enfermidade infectocontagiosa, de caráter zoonótico e 

ampla distribuição mundial. A enfermidade acomete uma ampla variedade de espécies de 

mamíferos terrestres e marinhos, incluindo o homem que é considerado um hospedeiro 

acidental, e causando a doença como febre ondulante, febre do Mediterrâneo ou febre de 

Malta. A doença, nos animais domésticos, é causada por bactérias do gênero Brucella, sendo 

identificadas como Brucella melitensis, B. abortus, B. suis, B. ovis e B. canis, destacando-se a 

Brucella abortus, que acomete principalmente os bovinos, podendo também causar doença no 

homem (De PAULA et al., 2015). 

Nos seres humanos a brucelose é classificada como enfermidade ocupacional 

para pessoas que lidam diretamente com animais ou com seus produtos, como por exemplo, 

fazendeiros, médicos veterinários, magarefes, açougueiros e trabalhadores da indústria de 

laticínios. O homem se infecta naturalmente pelo contato com produtos abortados, secreções 

vaginais, lóquios placentários e outras secreções contaminadas, além do consumo de leite cru 

ou derivados não pasteurizados, sendo esta última considerada a forma de contaminação 

principal dos seres humanos. A pasteurização do leite elimina o patógeno e consiste de prática 

fundamental para garantir a saúde do consumidor e a qualidade de vários produtos 

alimentícios (SANTOS et al., 2013). 

  O gênero Escherichia é composto por cinco espécies: E. coli, E. blattae, E. 

fergusonnii, E. hermanniie E. vulneris; sendo E. coli um dos principais componentes da 

família Enterobacteriaceae. Esses microrganismos estão presentes na microbiota intestinal de 

humanos e animais, bem como em ambientes domésticos, no solo, na água e em plantas. São 

bactérias não formadoras de esporos, Gram negativas, anaeróbicas facultativas, oxidase-

negativas e capazes de fermentar a glicose com formação de gás (KUHNERT et al., 2000; 

BOOP e SAUDERS, 2003, RIBEIRO et al., 2006, LARA 2016). 

  E. coli  pode causar uma variedade de doenças, incluindo diarreia, disenteria, 

síndrome hemolítica-urêmica, infecções do trato urinário, septicemia, pneumonia e meningite 

(KAPER et al., 2004). Sua capacidade patogênica tem sido associada ao fato de diferentes 

linhagens de E. coli terem adquirido diferentes genes de virulência (KUHNERT et al., 2000, 

PEREIRA et al., 2016). 

  Com base nas características de patogenicidade, no efeito em certas culturas de 

células e nos grupos sorológicos são reconhecidos nove grupos de E. coli virulentos 

(patotipos): E. coli enteroagregativa (EaggEC), E. coli enterohemorrágica (EHEC), E. coli 

enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteropatogênica (EPEC), E. coli enterotoxigênica (ETEC) e E. 

coli que adere difusamente (DAEC) E. coli uropatogênica (UPEC), E. coli de meningite 
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neonatal (NMEC), E. coli patogênica para aves (APEC) (SILVA, 2008, PEREIRA et al., 

2016). 

  Nos Estados Unidos da América (EUA), cepas de E. coli produtoras de 

verotoxinas (VT) e a EHEC foram causadoras de surtos de doença associada à ingestão de 

hambúrguer mal-cozido ou mesmo de leite cru. Estes agentes produzem toxinas semelhantes à 

toxina Shiga, que são responsáveis pela Colite Hemorrágica (CH), citada pela primeira vez 

em 1983 por Riley et al. (apud NATARO e KAPER,1998). Crianças podem apresentar dores 

abdominais, diarreia aquosa seguida de diarreia sanguinolenta com pouca ou nenhuma febre. 

Estes sinais clínicos foram associados a casos mais graves como a Síndrome Urêmica 

Hemolítica, caracterizada pela presença de sangue na urina, insuficiência renal e 

trombocitopenia ocasionada por ação de toxina que afeta os rins (KARMALI, 1989). Vários 

sorotipos de VTEC (E. coli verotoxigênica) são classificados como EHEC destacando-se 

O26:H11, O111:H8, O118:H16, O145:H28; O55:H7, O113:H21 e principalmente O157:H7 

relatada em grandes surtos e doenças graves, tais como colite hemorrágica (CH) e síndrome 

hemolítica urêmica (SHU), potencialmente letais (NATARO e KAPER,1998, FREITAS et 

al., 2016).  

  Pesquisadores, manipulando cepas mutantes, estudaram a função do gene eaeA 

de E. coli O157:H7 e seu produto, a intimina, conforme relatam Doyle et al. (1991). Os 

estudos demonstram que o gene eaeA é necessário para a aderência deste microrganismo aos 

enterócitos e células de linhagens, presentes em várias cepas produtoras de VTs, 

particularmente naquelas associadas com doenças em humanos (FUKUSHIMA et al., 2000). 

Outros fatores de patogenicidade são também importantes para o desenvolvimento da doença 

(NATARO e KAPER, 1998). Várias evidências indicam existência de duas famílias de 

citotoxinas chamadas VT1/VT2, estas são codificadas por bacteriófagos lisogênicos, estão 

associadas com doenças em humanos e possuem a mesma ação sobre células Vero, mas 

diferem em sua toxicidade em camundongos (FUKUSHIMA et al., 2000).  

  Este microrganismo também foi associado a sinais clínicos menos severos 

como diarreias brandas e foi relatado em diversos surtos de doenças de origem alimentar em 

países desenvolvidos, associadas ao consumo de alimentos de origem animal, principalmente 

leite não pasteurizado e hambúrguer no qual a carcaça pode sofrer contaminação durante o 

abate do animal no frigorífico (SILVEIRA et al., 1999). 

  Produtos alimentares de origem animal são, portanto, os maiores causadores de 

infecções em seres humanos. Em países como EUA a ingestão de hambúrgueres que não 

foram submetidos a tratamento térmico eficiente, é causa importante na ocorrência de doença 



11 
 

alimentar. Esta contaminação está associada a não higienização das mãos do manipulador. 

Surtos foram relatados devido ao consumo de maionese, sucos de frutas não pasteurizados, 

carne moída, cachorro quente e suco de maçã (AL-GALLAS et al., 2006; FORTUNA et al., 

2013).   

2.2. Bactérias Ácido Láticas 

 

  As bactérias ácido láticas (BALs) são descritas como microrganismos Gram 

positivos, geralmente imóveis, desprovidos de citocromos e tem preferência por condições 

anaeróbias, mas são aerotolerantes, fastidiosos, ácido-tolerantes e estritamente fermentativos, 

produzem ácido lático como produto principal (STILES e HOLZAPFEL, 1997). Estes não 

formam esporos, são catalase, oxidase e gelatinase negativos, morfologias de cocos ou 

bastonetes, não redução de nitrato a nitrito e incapacidade de utilizar o lactato (HASSAN e 

FRANK, 2001; CARR et al., 2002). Contudo, podem ocorrer exceções como algumas estirpes 

serem produtoras de pseudocatalase (AXELSSON, 1993; HOLZAPFEL e WOOD, 1995) ou 

serem catalase positivas e apresentarem cadeia de citrocromos quando em meios contendo 

hematina ou compostos similares (AXELSSON, 1993; INÊS et al., 2008, SABO et al., 2014). 

  Os principais gêneros de BALs são: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc, 

Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Aerococcus, Carnobacterium, 

Enterococcus, Vagococcus e Weissella (HUTKINS, 2006). Embora o gênero Bifidobacterium 

não pertença filogeneticamente ao grupo das BALs, possui determinadas propriedades 

fisiológicas e bioquímicas típicas destas bactérias. Portanto, por razões práticas e tradicionais, 

bifidobactérias são ainda consideradas uma parte do grupo das BALs (STILES e 

HOLZAPFEL, 1997; VASILJEVIC e SHAH, 2008; SIAMANSOURI et al., 2013). 

  Essas bactérias podem utilizar duas vias metabólicas de carboidratos: a 

homofermentativa e a heterofermentativa. Na rota homofermentativa, mais de 90% da fonte 

de carbono é convertida exclusivamente em ácido lático, pela via de glicólise Embden-

Meyerhof-Parnas. Por outro lado, a via heterofermentativa resulta em quantidades 

equimolares de ácido lático, ácido acético, etanol e dióxido de carbono (LIU, 2003, 

PALACIUS et al., 2014). A classificação está baseada na morfologia celular, na rota 

metabólica utilizada para fermentar a glicose, no desenvolvimento em diferentes 

temperaturas, na configuração do ácido lático produzido e na capacidade de crescimento em 

altas concentrações salinas (RIVERA-ESPINOZA e GALLARDO-NAVARRO, 2010), 

conforme apresentado no Quadro 1.  
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Quadro 1. Principais propriedades dos gêneros de bactérias ácido láticas 

Gênero Morfologia celular Rota metabólica Crescimento Isômero do ác. 

lático T°C NaCl pH 

10 45 6,5 18 4,4 9,6 

Lactobacillus (Lb) Bacilo Homo/Heterofermentativo ± ± ± - ± - D,L,D/L 

Lactococcus (Lac) Cocos Homofermentativo + - ± - ± - L 

Leuconostoc (L) Cocos Heterofermentativo + - ± - ± - D 

Oenococcus (O) Cocos Heterofermentativo + + ± - ± - D 

Pediococcus (P) Cocos (tetrade) Homofermentativo ± ± ± - + - D,L,D/L 

Streptococcus (St) Cocos Homofermentativo - + - - - - L 

Tetrogenococcus (T) Cocos (tetrade) Homofermentativo + - + + - + L 

Aerococcus (A) Cocos (tetrade) Homofermentativo + - + - - + L 

Carnobacterium (C) bacilos Heterofermentativo + - - - - - L 

Enterococcus (E) bacilos Homofermentativo + + + - + + L 

Vagococcus (V) bacilos Homofermentativo + - - - ± - L 

Weissella (W) bacilos Heterofermentativo + - ± - ± - D,L,D/L 

 

Legenda: (+) crescimento positivo; (-) crescimento negativo; (±) crescimento fraco; D- lactato; L- 

lactato, D/L-lactado. Fonte: HUTKINS (2006). 

  BALs são microrganismos altamente exigentes, ou seja, seu habitat 

natural é representado por ambientes nutricionalmente ricos como matérias-primas de origem 

animal e vegetal, produtos fermentados e mucosas do trato gastrointestinal (TGI), respiratório 

e urogenital do homem e animais (SETTANNI e MOSCHETTI, 2010). Estes têm capacidade 

limitada de biossíntese (KLAENHAMMER et al., 2005), alto requerimento em fonte de 

carbono e nitrogênio (SALMINEN e VON WRIGHT, 1998) natureza anaeróbia ou 

aerotolerante (CARR et al., 2002). A importância das BAL’s na indústria alimentícia deve-se 

a sua capacidade de transformar açúcares em acido lático, etanol, e outros metabólitos. Estes 

compostos podem alterar as características do produto através da diminuição do pH e por criar 

condições desfavoráveis para a multiplicação de microrganismos potencialmente patogênicos, 

tanto nos alimentos quanto na microbiota intestinal humana (RIVERA-ESPINOZA e 

GALLARDO-NAVARRO, 2010). 

  Estão envolvidas em diferentes processos fermentativos, incluindo 

fermentação malolática de vinhos (LIU, 2003; ROJO-BEZARES et al., 2006), produção de 

queijos, embutidos fermentados, legumes em conserva, iogurte entre outros alimentos. As 

BALs também têm sido utilizadas na fabricação de produtos biológicos e químicos, incluindo 

biopolímeros (Leuconostoc spp.), enzimas (Lb. brevis), etanol e ácido lático (Lb. casei, Lb. 
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lactis, Lb. delbrueckii, Lb. brevis), além de compostos aromáticos e substâncias 

antimicrobianas, como as bacteriocinas (INÊS, 2007, GARCIA-ZAPATA, 2016). 

  A estes microrganismos são atribuídas propriedades nutritivas, medicinais e 

terapêuticas em virtude de sua ação benéfica sobre a microbiota intestinal, pois se aderem a 

diversos epitélios do sistema digestivo. As BALs são amplamente empregadas na indústria 

alimentícia, sendo utilizadas na fabricação de produtos lácteos e outros alimentos fermentados 

como queijos, iogurtes, carnes fermentadas e vinhos, contribuindo na produção de sabor e de 

textura característicos destes produtos, graças a ação de proteases e peptidases, agentes 

aromáticos ou exopolissacarídeos. Além disso, contribuem também para a conservação dos 

mesmos por inibirem o crescimento de bactérias deterioradoras e/ou patogênicas pela 

produção de substâncias inibidoras do crescimento, tais como bacteriocinas, ácidos orgânicos 

e peróxido de hidrogênio (SAAD et al., 2013). 

   Trois (2005) observou que diversas cepas láticas possuíam 

propriedades imunoestimulantes. Em estudo realizado por ANNUK et al. (2003) verificou-se 

que cepas heterofermentativas do gênero Lactobacillus como Lb. casei e Lb. paracasei 

mostraram maior inibição de bactérias Gram negativas patogênicas quando comparadas aos 

Lactobacillus homofermentativos, devido à alta redução de pH promovida no meio, causando 

maior efeito deletério sobre as bactérias patogênicas. 

2.2.1. Gênero Lactobacillus e importância na indústria de alimentos 

 

  Os representantes do gênero Lactobacillus apresenta forma de bacilos ou de 

cocobacilos Gram positivos e estão presentes na microbiota intestinal de humanos e animais. 

São amplamente utilizados na indústria de limentos, em especial na tecnologia de produção de 

derivados lácteos, devido ao seu potencial probiótico (KONEMAN et al., 2005). 

  O gênero contém 160 espécies e 27 subespécies (EUZÉBY, 2009a) 

classificadas em três grandes grupos: os lactobacilos homofermentativos obrigatórios, os 

lactobacilos heterofermentativos facultativos e os lactobacilos heterofermentativos 

obrigatórios. Os lactobacilos homofermentativos obrigatórios são aqueles que fermentam 

hexoses em ácido lático; os heterofermentativos facultativos são os que fermentam hexoses 

somente, ou juntamente com acido acético, etanol e acido fórmico sob limitações de glicose e, 

os lactobacilos heterofermentativos obrigatórios fermentam hexoses em acido lático, acido 

acético, etanol e CO2 e pentoses em acido lático e acético (POT et al., 1994).  
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 Algumas espécies de Lactobacillus são utilizadas como probióticos, como por 

exemplo, Lb. rhamnosus, Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. reuteri e Lb. fermentum (REID, 

1999). A produção de derivados lácteos contendo bactérias probióticas é um foco importante 

das indústrias e estes contêm geralmente, cepas probióticas específicas com concentrações 

apropriadas de células viáveis durante a vida de prateleira, sendo este processo um desafio 

tecnológico. Foi proposto que a dose mínima diária de culturas probióticas considerada 

terapêutica corresponde ao consumo de 100 g de produto contendo 6 a 7 log UFC/g 

(MACEDO, 2005). 

 Shirota, em 1930, focou sua pesquisa na seleção de cepas de bactérias que 

pudessem sobreviver à passagem através do intestino e no uso dessas cepas para desenvolver 

leites fermentados para distribuição em sua clínica. Seu primeiro produto contendo Lb. casei 

Shirota (naquela época denominado Lb. acidophilus) foi a base para o estabelecimento da 

Yakult® (STUMER et al., 2012). 

Os iogurtes ou produtos similares são os veículos mais populares para a 

incorporação de microrganismos probióticos (LÜCKE, 2000). Embora os produtos lácteos 

fermentados constituam uma fração substancial do mercado de probióticos, o número de 

produtos não lácteos é crescente, particularmente aqueles à base de soja (TYÖPPÖNEN et al., 

2003). O consumo regular de alimentos contendo probióticos tem proporcionado evidências 

diretas ou indiretas sobre a redução do risco de câncer e de bexiga urinária e supressão de 

câncer cólon-retal. A importância do papel da microbiota intestinal na manutenção da saúde e 

prevenção de doenças é bastante reconhecida. Distúrbios desse equilíbrio podem gerar outras 

desordens e facilitar o estabelecimento de doenças (SACCARO, 2008).  

Lb. sakei apresenta morfologia de bacilo isolado ou em pequenas cadeias, com 

dimensões variáveis entre 0,6-0,8/2-3 μm, geralmente com extremidades arredondadas 

especialmente durante a fase estacionária de crescimento. Não se multiplica a 45°C mais pode 

crescer até 2°C. A maioria das cepas produz ácido lático L (+) em caldo DE Man, Rogosa e 

Sharpe e ácido lático DL em suco de repolho prensado. Esse microrganismo é capaz de 

produzir uma bacteriocina denominada sakacin P que inibe o crescimento de diversas 

bactérias patogênicas e deteriorantes presentes em produtos cárneos e pescado, sendo 

amplamente utilizado na fermentação desses produtos, apresentando importante potencial 

tecnológico. Lb. sakei resiste às condições adversas dos processos de fermentação, tais como 

a concentração elevada do sal, a baixa atividade da água, a baixa temperatura e o pH  

(AXELSSON e AHRNÉ, 2000). 
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2.3. Substratos para desenvolvimento microbiano 

 

  Segundo Franco e Landgraf (2008), a capacidade de sobrevivência ou de 

multiplicação de microrganismos depende de uma série de fatores. Entre esses fatores que 

podem propiciar, prevenir ou limitar o desenvolvimento dos microrganismos estão aqueles 

relacionados com as características dos substratos aos quais os microrganismos estão 

inseridos, denominados fatores intrínsecos, como a atividade de água, e os relacionados com o 

ambiente em que se encontra, denominados fatores extrínsecos, como a temperatura ambiente.  

A concentração de substrato é um dos fatores que mais influenciam no 

crescimento de microrganismos, dependendo da susceptibilidade e capacidade de adaptação 

da estirpe ao meio (MADIGAN et al., 2004). Em um ambiente pobre em nutrientes ocorerrá 

um menor desenvolvimento microbiano, sendo os nichos preferenciais para o crescimento de 

microganismos locais que, proporcione uma maior troca de nutrientes entre o substrato e os 

microrganismos (OCHUA-HUESO et al., 2011). Os nutrientes que compõem o substrato são 

fatores que influenciam o número e a distribuição da população microbiana. Deste modo, o 

correto balanço dos nutrientes favorece o crescimento microbiano (VALADARES FILHO e 

SANTOS PINA, 2011). 

  As bactérias necessitam de alimento como fonte de energia, para elaborar o 

protoplasma e os seus materiais estruturais, diferindo muito entre si nas suas necessidades 

nutritivas. Os elementos mais importantes são: o carbono, o hidrogénio, o nitrogênio, o 

oxigénio e o fósforo. Necessitam também de quantidades menores de ferro, magnésio, 

potássio e cálcio e de outros elementos em quantidades mínimas. Como fontes de carbono e 

energia utilizam geralmente os hidratos de carbono e os aminoácidos, as necessidades de 

nitrogênio são satisfeitas com compostos orgânicos que contêm estes elementos, como por 

exemplo, as proteínas e certos aminoácidos (AZAM e MALFATTI, 2007). 

  Uma bactéria pode necessitar para a formação do seu material celular, de um 

ou mais compostos orgânicos que seja incapaz de sintetizar a partir de componentes mais 

simples. Tais nutrientes essenciais são necessários em pequenas quantidades e os nutrientes 

orgânicos deste tipo são conhecidos como fatores de crescimento. São de três tipos: - 

aminoácidos que são necessários para a síntese proteica; purinas e pirimidinas que são 

necessárias para a síntese de ácidos nucleicos, como por exemplo, DNA e RNA; vitaminas 

que são necessárias à síntese de enzimas, como a timina e a riboflavina. Existem diversos 

grupos de bactérias em relação às suas fontes alimentares (SIQUEIRA, 2011). 
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  A fração de compostos quimicamente diferenciados, como proteínas, 

carboidrato, gorduras dentre outros varia de acordo com a origem do material. A respiração 

bacteriana possui, de forma geral, relação direta com a concentração de tais compostos. No 

entanto, deve-se observar que aspectos qualitativos, muitas vezes difíceis de definir, também 

são relevantes para o metabolismo bacteriano (PACE e PRAIRIE, 2005). 

  Del Giorgio e Cole, 1998 relatam que na comparação do uso de compostos 

diferenciados de diversas origens pelas bactérias, como matéria orgânica excretada pelo 

fitoplâncton, detritos de fitoplâncton, macroalgas, fezes animais e vegetação vascular, o 

consumo mais intenso foi observado sobre os compostos excretados pelo fitoplâncton, 

indicando a maior biodisponibilidade deste material. A razão estequiométrica (relação entre 

os reagente e produtos envolvidos em uma reação) dos compostos também é importante, uma 

vez que os mesmos atuam como fonte de nutrientes para os microrganismos. A concentração 

de fósforo e nitrogênio na água estimula o metabolismo microbiano, seja aumentando a 

produção secundária (FARJALLA et al., 2002a), seja intensificando a respiração bacteriana 

(HALL e COTNER, 2007). 

  Embora seja reconhecido que múltiplos fatores são capazes de limitar o 

metabolismo bacteriano, há uma tendência a estudar o efeito de apenas um fator limitante por 

vez, dada a dificuldade de lidar com duas ou mais variáveis simultaneamente em 

comunidades naturais (POMEROY e WIEBE, 2001). Hall e Cotner (2007) mostraram o efeito 

interativo da temperatura com concentrações de nutrientes inorgânicos sobre a respiração 

bacteriana, embora não tenham avaliado a influência de nitrogênio e fósforo separadamente. 

A interação entre concentrações de substrato e temperatura também foi evidenciada 

(POMEROY e WIEBE, 2001), embora não tenha sido feita uma análise quantitativa da 

disponibilidade de substrato.  

  Há uma grande lacuna na compreensão de como diversos fatores atuam em 

conjunto na regulação do metabolismo bacteriano, e é importante que os efeitos sejam 

analisados de forma independente e interativa, quantificando a disponibilidade de 

componentes orgânicos diferenciados e nutrientes. Em um cenário de busca de melhoria da 

qualidade de produtos cada vez mais abrangentes, é fundamental compreender o efeito que 

alterações e composição do substrato podem causar sobre o metabolismo bacteriano 

(SIQUEIRA, 2011). 

  O estudo da influência das condições como temperatura, pH, tipos de 

cultura e substratos, permite a obtenção de informações sobre a fisiologia de cepas bacterianas 
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sendo portanto interessante conhecer o efeito dessas condições sobre os microrganismos 

(OLIVEIRA e DAMIN, 2003). 

2.3.1. Principais componentes do leite 

 

  A preocupação com o consumo de alimentos considerados saudáveis e seguros 

deve-se principalmente pela ampla divulgação de surtos de DTAs (DÜRR et al., 2011). 

Dentre os produtos de origem animal, o leite tem elevado valor nutricional. Constitui uma das 

principais fontes de proteínas na alimentação de animais jovens e de humanos de todas as 

idades (RIBEIRO et al., 2006). Assim, deve apresentar condições sanitárias adequadas, ser 

isento de qualquer forma de contaminação ou substância estranha (GRADELHA, 2008). 

  O leite é uma substância que tem como constituintes a água (87%), além de 

componentes orgânicos como proteínas (3,2%), gordura (3,9%), lactose (4,5-4,8%), vitaminas 

e minerais, o que o torna uma fonte de nutrientes para o desenvolvimento de diversos 

microrganismos patogênicos como E. coli, S. aureus, L. monocytogenes, Salmonella spp, 

fungos e leveduras além dos Lactobacillus. Por isso, as etapas de obtenção, beneficiamente e 

produção de derivados devem ser conduzidas com rigor, quanto às boas práticas e processos 

de limpeza, para evitar contaminações que além de alterar os produtos, podem representar 

riscos à saúde (RIBEIRO et al., 2006; RIBAS, 2008; OLIVEIRA et al., 2013). 

O conhecimento da composição do leite é essencial para um efetivo controle de 

qualidade, pois define diversas propriedades organolépticas e industriais. Além disso, também 

é importante para a fabricação de produtos lácteos e seus derivados. Os parâmetros de 

qualidade são utilizados para detecção de falhas nas práticas de manejo e servem como 

referência na valorização da matéria-prima (DURR, 2004). A composição química deve ser 

sempre analisada nos laticínios e nas indústrias em razão dos padrões exigidos pelo Ministério 

da Agricultura Pecuária e Abastecimento (BRASIL, 2011). 

  O leite bovino apresenta em média 4% de gordura, variando de 2,5 a 5,5%. 

Estruturalmente, é uma mistura complexa de componentes e os lipídios ficam em estado de 

emulsão. A gordura está presente na forma de glóbulos, constituídos por um núcleo, composto 

principalmente de triglicerídios, protegido por uma membrana lipoproteica, e a maioria dos 

ácidos graxos encontrados, saturados e insaturados e contém de dois a 20 átomos de carbono 

em suas cadeias. Outros lipídios presentes incluem fosfolipídios, colesterol, ácidos graxos 

livres, mono e diglicerídios. A gordura do leite contribui para as características de textura, 

sabor e estabilidade de produtos derivados de leite, além de ser fonte de energia, ácidos 
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graxos essenciais e vitaminas liposolúveis (BAUMAN e LOCK, 2006; ARGOV et al., 2008; 

GRADELHA, 2008). 

  As proteínas do leite são facilmente digeridas e tem alto valor biológico. São 

constituídas de aminoácidos essenciais em quantidades e proporções adequadas. A caseína é a 

principal proteína do leite e a que se apresenta em maior quantidade constituindo 80% do total 

de proteínas e apresentando concentração média de 24 a 28 mg/mL (BONDAN, 2015). A síntese da 

caseína ocorre nas células epiteliais da glândula mamária e é secretada na forma de micelas, 

sendo constituída por quatro variantes genéticas: α-S1, α-S2, β e k-caseína. A caseína é 

normalmente estável a altas temperaturas e não é afetada pela pasteurização, contudo quando 

há acidificação do leite ocorre desestruturação da micela e formação de coágulo. Também 

ocorre a proteólise da 𝛽-caseína que gera a γ-caseína (1 a 2 mg/mL) e outros peptídeos 

menores (SANTOS e FONSECA, 2007). Segundo O’connell e Foz (2000) o tamanho da 

micela é determinado pelo conteúdo de k-caseína. Quanto maior for à proporção de k-caseína 

da micela, menor seu tamanho. As moléculas de caseína contêm em média 96% de proteínas, 

2,8% de cálcio; 2,3% de fosfato orgânico; 2,9% de fosfato inorgânico; 0,4% de citrato, além 

de baixos níveis de Mg, Na e K (ABREU, 2008).  

No leite também são encontradas as proteínas solúveis e proteínas do soro, que 

são proteínas globulares como as 𝛽-lactoalbumina, α-lactoalbumina, proteoses-peptonas, 

imunoglobulinas, transferrina, lactoferrina e enzimas. As soroproteínas diferem da caseína por 

sua estrutura globular. As caseínas possuem estrutura micelar (quaternária), as proteínas do 

soro caracterizam-se por dispersão molecular e estrutura terciária. Além disso, tem alto valor 

nutricional, atribuído pelo teor de aminoácidos sulfurados, relativamente termolábeis, pois se 

desnaturam a uma temperatura de 65°C. Não são fosforiladas, o que diminui sua estabilidade 

térmica e solubilidade em íons de calcio (PEREIRA et al, 2002; ABREU, 2008). 

  A lactose (beta-galactosil-1-4-glicose) é um dissacarídeo (beta-galactosídeo) 

composto de glicose e de galactose. A única fonte natural deste carboidrato é o leite dos 

mamíferos. Ela constitui a primeira fonte de hidrato de carbono para os mamíferos. A lactose 

é sintetizada nas células epiteliais das glândulas mamárias mediante uma reação que depende 

de duas proteínas, a alfa-lactalbumina e a enzima N-acetilgalactosil-transferase. Sua 

concentração no leite varia segundo a espécie, sendo, por exemplo, de cerca de 7% no leite 

humano e de cerca de 5% no leite de vaca (SILVA et al., 2010). O conteúdo de lactose do 

leite nas várias espécies é proporcional à atividade da alfa-lactoalbumina tendo sido 

verificado que os animais que não possuem essa proteína também não produzem lactose, 

como os leões marinhos e as focas do Oceano Pacífico. Do mesmo modo, a concentração de 
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lactose varia de acordo com o produto lácteo, e a fervura e a pasteurização não altera o 

conteúdo de lactose do leite (PRATA, 2001; SILVA et al., 2010). 

O leite contém sais minerais como cloretos, fosfatos e citratos, fundamentais 

para a estabilidade térmica e há, ainda, a presença em quantidades significativas (0,6 a 0,8% 

do peso do leite) de K, Ca, Na, Mg, Cl e S (PRATA, 2001). Há alta disponibilidade de cálcio 

e fósforo no leite, em parte porque se encontram associados à caseína. O conteúdo de ferro é 

baixo (BRITO et al., 2004). Também é fonte de vitaminas, algumas se associam com a 

gordura (A, D, E e K), enquanto outras se associam com a parte aquosa. Dentre as últimas, 

estão as do complexo B e a vitamina C. Mais de dez vitaminas diferentes do complexo B são 

encontradas no leite. Entretanto, com exceção da vitamina B2, são encontradas em 

quantidades pequenas (BRITO et al., 2004). 

2.4. Biofilmes na indústria de alimentos e importância da higienização 

 

  Uma das grandes preocupações das indústrias alimentícias é a garantia 

da qualidade microbiológica de seus produtos, visando à redução de perdas decorrentes da 

deteriorização e à diminuição de riscos a saúde do consumidor. Neste contexto a questão da 

formação de biofilmes bacteriano em plantas de processamento de alimentos tem sido 

amplamente estudada nos últimos anos (DAVIDSON e BRANEM, 2005). 

  Sua ocorrência tem relação direta com a qualidade da matéria-prima, 

ritmo de produção, utilização de equipamentos complexos e automação de plantas, sendo 

estas as principais causas da contaminação dos produtos. A formação de biofilmes causas 

prejuízos como corrosão de superfícies de equipamentos, aumento da resistência a 

sanitizantes e na contaminação dos produtos por bactérias patogênicas e deteriorantes 

(ANDRADE et al., 2008, MEIRA et al., 2012). 

  A manutenção do biofilme esta intimamente relacionada com o 

mecanismo denominado quórum-sensing, que consiste basicamente na produção e liberação 

de moléculas sinalizadoras e auto-indutoras, cuja concentração aumenta em função da 

densidade populacional bacteriana (WATERS, 2005). 

  Os principais microrganismos que formam biofilmes são Escherichia 

coli, Staphylococcus spp, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes (KAPLAN, 

2004).  

  A matriz de um biofilme corresponde em geral 97% de água que junto 

com os solutos dissolvidos determinam as características de viscosidade da matriz e condições 
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de difusão dos solutos em seu interior, como nutrientes e metabólitos. A adesão dos 

microrganismos a superfície é influenciada pela natureza do substrato, temperatura, presença 

de flagelos e o estágio de desenvolvimento bacteriano (HOLLEY, 2013). 

  A elevada quantidade de resíduos resultantes do processamento de 

alimentos favorece a formação de biofilmes em equipamentos, fornecendo proteção aos 

microrganismos (CHMIELEWSKI e FRANK, 2003). Na indústria de laticínios, resíduos de 

leite, especialmente proteínas e sais minerais, constituem a matriz de biofilmes (BREMER et 

al., 2006).  

  A compreensão da influência de todas as variáveis envolvidas na 

formação de biofilmes, como composição da superfície, tipos de resíduos presentes 

(carboidratos, gorduras, proteínas e sais minerais) e espécies bacterianas auxilia no 

entendimento do processo de estabelecimento do biofilme e no seu controle dentro da 

indústria (SIMÔES e VIEIRA, 2010). 

  Diversidade metabólica e a capacidade de adaptação a estresses ambientais são 

características fundamentais dos microrganismos (LÓPEZ et al., 2010). A adesão bacteriana, 

seja em uma superfície abiótica ou biótica, é o primeiro estágio na formação de biofilmes e é 

considerado um processo bastante complexo. Como regra geral, a adesão primária (ou adesão 

reversível) entre bactérias e superfícies abióticas ocorre mediada por interações físico-

químicas não específicas, enquanto que a adesão a superfícies bióticas é acompanhada por 

interações moleculares mediadas por ligações específicas do tipo receptor-ligante, através de 

lectinas ou adesinas (DUNNE, 2002). 

  As condições higiênico-sanitárias em uma indústria de alimentos são 

fundamentais para a qualidade do produto final. A limpeza e a sanitização evitam a 

contaminação e aumentam a vida de prateleira do produto oferecido à população, evitando 

dessa forma, não só prejuízos financeiros para indústria e consumidores, como também 

problemas relacionados à saúde pública. Os nutrientes dos alimentos, como as proteínas, 

gorduras, carboidratos e sais minerais, deixam resíduos nos equipamentos de processamento 

da indústria, os quais, se não forem bem removidos, poderão acarretar em problemas de 

qualidade (JACQUES et al., 2015). 

  A higienização na indústria de alimentos se insere junto as Boas Práticas de 

Fabricação (BPF) e à Análise de Perigos e Pontos Críticos de Controle (APPCC), e tem como 

objetivo principal a obtenção de produtos seguros para a população humana (ANDRADE, 

2008). A higienização é composta pelas etapas de limpeza e sanitização das superfícies, 

ambientes de processamento, equipamentos, utensílios, manipuladores e ar do ambiente de 
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processamento. A limpeza tem como objetivo fundamental remover os resíduos orgânicos e 

minerais aderidos às superfícies, constituídos principalmente por carboidratos, proteínas, 

gorduras e sais minerais. Já a sanitização engloba a eliminação dos microrganismos 

patogênicos e a redução do número dos deteriorantes a níveis considerados seguros para a 

população humana (BELTRAME et al., 2012). 

  As etapas do processo de higienização levam em consideração as 

características de solubilidade dos resíduos de alimentos em água ou em detergentes alcalinos 

e ácidos. Resíduos de carboidratos e de sais minerais monovalentes podem ser removidos com 

certa facilidade pela água associada à ação mecânica, desde que estes resíduos não tenham 

sofrido a ação do calor. Já os resíduos de gordura são removidos com o uso de agentes 

alcalinos ou tensoativos e para a remoção de sais minerais divalentes como o cálcio e o 

magnésio são utilizados os agentes químicos ácidos. Para remoção de resíduos proteicos 

utilizam-se os agentes alcalinos (Quadro 2) (ANDRADE, 2008). 

Quadro 2. Solubilidade em água, facilidade de remoção e o efeito do calor dos principais 

resíduos em equipamentos de processamento em laticínios 

Resíduo Solubilidade 
Facilidade de 

Remoção 
Efeito do Calor 

Carboidrato 
Geralmente 

solúveis em água 
Fácil Caramelização 

Gordura 

Insolúveis em água, 

solúveis em 

alcalinos, solúveis 

por tensoativos 

Difícil Polimerização 

Proteínas 

Solúveis em 

alcalinos, Solúveis 

em ácidos 

Dificil Desnaturação 

Sais minerais 

monovalentes 

(Na
+
, K

+
) 

Solúveis em água Fácil Incrustações 

Sais minerais 

divalentes (Ca
++ 

e 

Mg
++

) 

Solúveis em ácidos Difícil Incrustações 

Fonte: ANDRADE, 2008.   
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A importância da pesquisa e do conhecimento associado com as etapas da 

limpeza e, o uso de diferentes produtos para higienização e sanitização na indústria alimentícia 

está em oferecer aos consumidores produtos com qualidade, respeitando as características 

sanitárias do alimento. Entre os produtos utilizados na limpeza estão os detergentes alcalinos, 

ácidos e os tensoativos. Para a sanitização, há meios físicos e químicos (ANDRADE, 2008). 

A eficiência dos sanitizantes para tratamento de superfície de alimentos pode 

ser limitada ou imprevisível quando grande quantidade de matéria orgânica está presente na 

água de lavagem (RUÍZ-CRUZ et al., 2007; RAHMAN et al., 2011). Dentre os sanitizantes 

empregados na indústria de alimentos, principalmente em produtos frescos, a maioria é a base 

de cloro e compostos clorados (NASCIMENTO e SILVA, 2010; CHEN e ZHU, 2011; CHEN 

et al., 2013). A facilidade do uso, o baixo custo, atividade antimicrobiana e a completa 

dissolução em água, fazem com que os agentes clorados sejam frequentemente utilizados 

como sanitizantes na indústria alimentícia (SELMA et al., 2008; NASCIMENTO e SILVA, 

2010; SHEN et al., 2012).  

  A ação oxidante e sanitizante dos derivados clorados é controlada pelo ácido 

hipocloroso (HClO), produto resultante da hidrólise da substância clorada, que é a forma de 

cloro livre disponível com amplo espectro de ação contra diferentes microrganismos 

(PARISH et al., 2003).  O ácido hipocloroso (HClO) libera oxigênio causado oxidação. O 

oxigênio combina com componentes do protoplasma celular. Além disso, o próprio cloro 

pode se juntar a proteínas de membrana celular e interferir no metabolismo microbiano, 

principalmente na inibição de enzimas da via glicolítica (VEIGA, 2003). 

  O cloro é uma substância corrosiva, que pode provocar irritações na pele e no 

trato respiratório (ALVARO et al., 2009). Além disso, outra preocupação com o uso do cloro 

está associada à possibilidade de hipercloração da água residual que, associada ao alto 

conteúdo de carbono orgânico, pode resultar em concentrações elevadas de trihalometanos, e 

outros subprodutos da desinfecção (RUÍZ-CRUZ et al., 2007; RICO et al., 2007; RYAN-

BARRY et al., 2008; SELMA et al., 2008; RAHMAN et al., 2011). 

  A Agência Internacional para Pesquisa do Câncer classifica esses subprodutos 

do processo de cloração como cancerígenos e a Agência de Proteção ao Meio Ambiente 

(Enviromental Protection Agency-EPA) estabeleceram, em 1998, o limite de concentração 

máxima de 80 μg·L
-1

para trihalometanos totais. Muitos países europeus, tais como a 

Alemanha, têm restringido este limite a 10 μg·L
-1

 (MACÊDO et al., 2001; PAVÓN et al., 

2008). No Brasil, a Portaria do Ministério da Saúde de n° 2914 de 14 de dezembro de 2011, 

que estabelece normas para a qualidade da água para consumo humano e seu padrão de 
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potabilidade, indica que a concentração máxima permitida de trihalometanos totais em água é 

de 0,1mg/L
-1

 (BRASIL, 2011). 

  Neste contexto, os compostos clorados têm sido foco de preocupação 

ambiental e alguns grupos ambientalistas têm sugerido a extinção do uso desse produto em 

todo o mundo (RICO et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2008; ÖLMEZ e KRETZSCHMAR, 

2009; TORNUK et al., 2011; RAHMAN et al., 2011). 

  A sanitização é uma etapa essencial para atribuir maior segurança e extensão 

da vida de prateleira de produtos e, as crescentes restrições quanto ao uso do cloro, há a 

necessidade da busca por tecnologias alternativas (RUÍZ-CRUZ et al., 2007; ALLENDE et 

al., 2008b; RICO et al., 2008; VANDEKINDEREN et al., 2008; ALVARO et al., 2009; 

GRAÇA et al., 2011; CHEN e ZHU, 2011). Concomitantemente, há também a busca por 

técnicas de desinfecção capazes de reduzir com maior eficiência, a contaminação microbiana 

na água de lavagem e nos alimentos (ONGENG et al., 2006; SÃO JOSÉ e VANETTI, 2012).  

  Considerando a importância da etapa de sanitização, o estudo de métodos e/ou 

agentes alternativos devem receber atenção especial. Dentre as alternativas propostas 

destacam-se uso de luz ultravioleta, irradiação, ozônio (MARTÍN-DIANA et al., 2006; 

SELMA et al., 2008), ácido peracético (ALVARO et al., 2009), água eletrolisada (ABADIA 

et al., 2008; RICO et al., 2008; ÖLMEZ e KRETZSCHMAR, 2009; GRAÇA et al., 2011), 

ácidos orgânicos (AKBAS e ÖLMEZ, 2007a e b) , o uso do ultrassom (GUERRERO et al., 

2001; SEYMOUR et al., 2002; MASON 2005, CAO et al., 2010; SÃO JOSÉ e VANETTI, 

2012) e soluções com prata (AJLOUNI, 2003; GOPAL et al., 2010). 

  O objetivo principal destas alternativas para sanitização é assegurar a 

conservação de alimentos, mantendo seu valor nutritivo e as características sensoriais (textura, 

cor e sabor) inalterados, com baixo consumo de energia, a custo competitivo, respeito pelo 

ambiente e alto grau de segurança (KODA et al., 2009; GÓMEZ-LÓPEZ et al., 2010; 

CHEMAT et al., 2011). 

  Dentre os diferentes métodos alternativos de sanitização estudados, o ozônio é 

uma tecnologia que vem ganhando espaço na indústria de alimentos. Esta alternativa pode ser 

útilizada com diferentes objetivos, dentre eles, a remoção de partículas aderidas a superfícies 

e a inativação de microrganismos. Essa tecnologia associada à sanitizantes permite maior 

redução da contaminação microbiana de alimentos (CHEMAT et al., 2011; CAVALCANTE, 

2013). 

 O Quadro 3 compara as características dos processos de desinfecção com cloro e 

com ozônio, em relação à segurança, a remoção de microrganismos, ao residual tóxico, a 
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formação de subprodutos, aos custos operacionais e de investimento. Segundo Lazarova et al. 

(1999), investimentos no processo de desinfecção por ozônio podem ser vantajosos em função 

da remoção de um numero maior de microrganismos, especialmente vírus e cistos de 

protozoários e da geração de subprodutos menos tóxicos. 

Quadro 3. Comparação das características dos processos de cloração e de ozonização. 

Características Cloração Ozonização 

Segurança + ++ 

Remoção de batérias ++ ++ 

Remoção de vírus + ++ 

Remoção de protozoários
1
 - ++ 

Residual tóxico +++ + 

Subprodutos +++ + 

Custos operacionais + ++ 

Custos de investimento ++ +++ 

Legenda: -, nenhum; +, baixo; ++, médio;+++, alto. 
1
Análise in vitro de Criptosporidium spp 

Fonte: Lazarova et al, 1999. 

2.5. Ozônio 

 

O ozônio é um gás composto por três átomos de oxigênio. Dois átomos 

constituem a molécula do oxigênio, o terceiro átomo, com característica de alta instabilidade 

pode facilmente se desligar do ozônio para se ligar a moléculas de outras substâncias 

orgânicas provocando alterações na sua composição química (KECHINSKI, 2007). 

  O significado da palavra ozônio vem do grego ozein, que significa mal 

cheiro. Isto reflete uma de suas características, pois o ozônio apresenta odor forte quando em 

alta concentração. O gás é considerado um eficiente sanitizante, sendo este utilizado no 

tratamento de produtos alimentícios em países da Europa e Ásia. Existem relatos que desde o 

início do século 20 o ozônio é aplicado como agente sanitizante na indústria alimentícia, e 

auxilia na preservação dos alimentos e ingredientes (KIM et al., 1999). 

  Há também registros do uso como coadjuvante de processamento de 

alimentos e bebidas, sendo muito usado na purificação e envelhecimento artificial de bebidas 

alcoólicas, como vinhos e destilados, e na produção de sidra, como agente de desinfecção e 

controle do odor.  Na Europa é usado de forma segura e eficiente no tratamento de água de 
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abastecimento da rede pública e no processamento de alimentos e no tratamento de água 

potável do município de San Petesburg em 1910 (NASCIMENTO et al., 2005). 

  Nos EUA, sua utilização foi feita com o intuito de remover íons de ferro, 

manganês, cor, sabores e odores de produtos alimentícios e água. Desde 1933, diversos 

estudos foram realizados com uma grande variedade de produtos como maçã, batata, tomate, 

morango, brócolis, pêra, laranjas, pêssegos, uvas, milho e soja. No ano de 1940, foi instalada 

a primeira estação de tratamento de água com ozonização contínua. Em 1982, a Food and 

Drugs Administration (FDA) declarou água engarrafada ozonizada como um produto seguro 

ao consumo, integrando a lista de produtos GRAS (Generally Recognized as Safe). Em 

plantas de tratamento de água potável foi reconhecido e declarado como sanitizante seguro 

para uso direto em alimentos (United States Departament of Agriculture, 2001). 

  O ozônio é usado na Europa como sanitizante e nos EUA é usado como 

sanitizante em alimentos sem restrição alguma. Estudos indicam que o gás pode ser utilizado 

como antimicrobiano seguro e eficiente em muitas aplicações, sendo necessárias baixas 

concentrações e tempo reduzido para obtenção de um resultado eficiente na redução de 

microrganismos (KIM et al., 1999). 

 

2.5.1. Propriedades do ozônio 

 

O ozônio é produzido na estratosfera (25 a 30 km da superfície terrestre) 

através da radiação ultra-violora (<83 nm), que realiza a quebra das moléculas de oxigênio em 

dois átomos altamente ativos. Por meio de uma reação endotérmica, cada um destes átomos se 

liga ao oxigênio intacto (O2) para então formar a molécula de ozônio (O3). Também pode ser 

produzido durante uma descarga elétrica, o que catalisa a produção de ozônio a partir do 

oxigênio atmosférico (PIRANI, 2011). Como demonstrado na figura 1, os três átomos de 

oxigênio da molécula de ozônio são dispostos em ângulo obtuso, em que um átomo de 

oxigênio central está ligado a dois átomos de oxigênio equidistantes, o ângulo incluído é de 

aproximadamente 116º 49’ e a ligação tem um comprimento de 1.278 Å (GUZEL-SEYDIM 

et al., 2004). 
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Figura 1. Estrutura molecular do ozônio 

Fonte: GREENE et al., 2012. 

É incolor, parcialmente solúvel em água, instável, evapora em temperatura de -

112°C, à pressão atmosférica. O quadro 4 apresenta outras propriedades do ozônio. Mesmo 

em baixas concentrações seu cheiro é facilmente perceptível (LAPOLLI et al., 2003). A 0°C, 

a solubilidade do ozônio é 0.640 L de ozônio/L de água, enquanto a 60°C, é insolúvel (HILL 

e RICE, 1982). Pehkonen (2001) destaca que alguns cenários sugerem que o mecanismo de 

decomposição do ozônio na água resulta formação de O2 e H2O e outros intermediários 

reativos como radicais hidroxil, íons de hidróxido, sendo que em pH acima de 7.5, ocorre 

produção de radicais hidroxila. De acordo com Silva et al. (2011), a taxa de desinfecção pelo 

ozônio é relativamente independente da temperatura. 

Quadro 4.  Principais características físico-químicas do gás ozônio puro. 

Propriedades físico-químicas 

Ponto de ebulição -111,9±0,3ºC 
 

Ponto de fusão -192,5±0,4ºC 
 

Temperatura crítica -12,1ºC 
 

Pressão crítica 54,6 atm 
 

Calor de formação 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, o ozônio se destaca pelo 

elevado potencial de oxidação, que é de 2,07 mV, sendo eficiente na eliminação de 

microrganismos através de oxidação de suas membranas. Seu potencial oxidativo perde 

apenas para o flúor que é de 3,06 mV (SILVA et al., 2011; LAPOLLI et al., 2011),  Abaixo é 

demonstrado o potencial oxidativo de diferentes agentes oxidantes (Quadro 5). 
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Quadro 5. Agentes oxidantes e seus respectivos potenciais de oxidação. 

Agente oxidante Potencial de oxidação (mV) 

Flúor 3,06 

Ozônio 2,07 

Peróxido de hidrogênio 1,78 

Permanganato 1,67 

Dióxido de cloro 1,50 

Hipoclorito 1,49 

Cloro 1,36 

Fonte: adaptado de PIRANI, 2011. 

 

2.5.2. Geração de ozônio 

 

  Para que ocorra a geração do gás ozônio, é necessária a separação de 

uma molécula diatômica de oxigênio. A partir da separação desta, o oxigênio estará livre para 

reagir com uma molécula diatômica formando assim a molécula triatômica. Porém, para que 

tal reação ocorra e haja quebra da ligação O-O, uma grande quantidade de energia é essencial 

(O’DONNELL, 2012). Logo, a reação é altamente endotérmica (ΔG = + 161,3 kJ/mol) e é 

descrita da seguinte forma: 3O2 ↔ 2O3 ΔH = + 284,5 kJ/mol (SILVA et al., 2011). 

 Os principais métodos para ocorrer tal reação são o uso de radiação ultravioleta 

(188 nm) - método fotoquímico - e a descarga elétrica (processo corona) (figura 2), que, por 

ser mais eficiente, é utilizada para a geração de ozônio em níveis comerciais.  

 No processo corona, dois eletrodos submetidos à elevada diferença de 

potencial de aproximadamente 100 V são separados por uma estreita lacuna, por onde passa ar 

ou oxigênio puro (SILVA et al., 2011; O’DONNELL, 2012). Quando os elétrons possuem 

energia suficiente para dissociar a molécula de oxigênio, começam a ocorrer colisões, que 

causam a dissociação do oxigênio e a consequente formação do ozônio (USEPA, 1999). 
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Figura 2. Geração do ozônio através do processo corona 

Fonte: GUZEL-SEYDIM et al., 2004 

 Segundo Lapolli  et al. (2003), há dois sistemas de geração de ozônio: um a 

partir do ar e outro a partir do oxigênio puro. Para utilização do ar, é necessário seu pré-

tratamento (filtração, compressão, resfriamento e desumidificação). A produção a partir de 

oxigênio puro, que tem um rendimento maior, exige a alimentação do gerador com um tanque 

de oxigênio líquido precedido de um evaporador, o que é uma desvantagem em relação ao 

custo. 

 

2.5.3 Segurança 

 

A toxicidade do ozônio varia com a sua concentração e a duração da exposição. 

Tem alta ação oxidante e pode causar doenças graves e até a morte aos animais, plantas e 

organismos vivos se inalado em quantidade elevada. Os sinais de toxicidade são acentuados, 

irritação no nariz e garganta que podem surgir imediatamente após contato com o gás à 

concentração de 0,1 ppm. Perda de visão pode surgir após três a seis horas de exposição em 

concentrações de 0,1 a 0,5 ppm (PIRANI, 2011) além de cefaleia, angina no peito, tosse e 

garganta seca. Maiores níveis de ozônio (5-10 ppm) podem causar aumento do pulso e edema 

pulmonar.  

Ozônio em níveis de 50 ppm ou mais é potencialmente fatal. Os níveis de 

exposição ao ozônio como recomendado pelo Departamento de Segurança e Saúde 

Ocupacional (OSHA) dos EUA são mostrados no quadro 6. 
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Quadro 6. Níveis apropriados de aplicação do ozônio. 

Exposição Nível de ozônio (ppm) 

Odor detectável 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. 

 

2.5.4. Ação antimicrobiana do ozônio  

 

  O ozônio é um poderoso agente oxidante, eficaz na inativação de bactérias, 

bolores, leveduras, vírus, protozoários, inclusive formas esporuladas e cistos de protozoários, 

que são mais resistentes. A molécula de ozônio atua como um dipolo com propriedades 

eletrolíticas e nucleofílicas, reagindo, em soluções aquosas, com componentes orgânicos e 

inorgânicos (SOUZA, 2006; da MATTA JÚNIOR, 2015). O ozônio inativa diversas bactérias, 

incluindo Gram negativas e Gram positivas, células vegetativas e formas esporuladas, além de 

componentes do envoltório celular, esporos fúngicos ou capsídeos virais, em concentrações 

relativamente baixas e em reduzido tempo de contato (KIM et al., 1999; KHADRE et al., 

2001; PRESTES, 2007). A redução ou a inativação da população microbiana devido à 

ozonização depende da concentração de ozônio, do tempo de aplicação e do microrganismo 

envolvido (KIM e YOUSEF, 2000). 

  Com o aumento da temperatura, o ozônio se torna menos solúvel e menos 

estável em água, entretanto as taxas de desinfecção e de oxidação química permanecem 

relativamente estáveis, a eficiência da desinfecção parece ter pouca influência da temperatura 

até 30°C (USEPA; 1999; DI BERNARDO e DANTAS, 2005). Estudos mostram que um 

aumento na temperatura de 0 a 30° C pode reduzir a solubilidade do ozônio e aumentar 

significativamente sua taxa de decomposição, porém não há nenhum efeito na taxa de 

desinfecção de bactérias (LANGLAIS et al., 1991; DI BERNARDO e DANTAS, 2005). 

  Sabe-se que a taxa de destruição de microrganismos aumenta com o aumento 

da temperatura (VIDAL, 2003; LAPOLLI et al., 2003; LANGLAIS et al., 1991). De acordo 

com a teoria de van’t Hoff-Arrhenius, a temperatura determina, em parte, a taxa à qual o 

desinfetante se difunde através da superfície do microrganismo e a sua taxa de reação com o 

substrato (LANGLAIS et al., 1991). Quando ocorre um aumento de temperatura, o ozônio 



30 
 

torna-se menos solúvel e menos estável em água, porém a taxa de reação com o substrato 

orgânico dos microrganismos aumenta (LAPOLLI et al., 2003; LANGLAIS et al., 1991). 

  O ozônio atua inicialmente na membrana celular, sendo a superfície da célula 

microbiana o primeiro alvo a ser atingido. Sua ação antimicrobiana é decorrente da oxidação 

de glicolipídeos, glicoproteínas e aminoácidos da parede celular, alterando a permeabilidade e 

causando sua rápida lise. O ozônio ataca também grupos sulfidrila de enzimas, ocasionando o 

colapso da atividade enzimática celular. Além disso, sua ação sobre o material nuclear dos 

microrganismos altera as bases púricas e pirimídicas dos ácidos nucleicos, como ocorre com 

alguns vírus, onde o ozônio destrói seu RNA além de alterar as cadeias polipeptídicas do 

capsídeo proteico (SILVEIRA, 2004; HUNT e MARIÑAS, 1999). 

  O pH não apresenta influência direta na desinfecção de bactérias, vírus e 

protozoários, as alterações na eficiência do processo de desinfecção estão relacionadas com 

mudanças na taxa de decomposição do ozônio em função do pH. Sabe-se que em valores de 

pH mais elevados ocorre a formação de radicais livres de hidroxila, com elevado poder de 

oxidação, enquanto em valores menores que o pH neutro, a eficiência da desinfecção tem sido 

creditada ao ozônio molecular (LANGLAIS et al., 1991; DI BERNARDO e DANTAS, 2005).

  Com o aumento da temperatura, o ozônio se torna menos solúvel e menos 

estável em água, entretanto as taxas de desinfecção e de oxidação química permanecem 

relativamente estáveis, a eficiência da desinfecção parece ter pouca influência da temperatura 

até 30° C (DI BERNARDO e DANTAS, 2005; USEPA; 1999). Estudos mostram que um 

aumento na temperatura de 0 a 30º C pode reduzir a solubilidade do ozônio e aumentar 

significativamente sua taxa de decomposição, porém não há nenhum efeito na taxa de 

desinfecção de bactérias (LANGLAIS et al., 1991; DI BERNARDO e DANTAS, 2005).

  

  Sabe-se que a taxa de destruição de microrganismos aumenta com o aumento 

da temperatura (LANGLAIS et al., 1991; VIDAL, 2003; LAPOLLI et al., 2003). De acordo 

com a teoria de van’t Hoff-Arrhenius, a temperatura determina, em parte, a taxa à qual o 

desinfetante se difunde através da superfície do microrganismo e a sua taxa de reação com o 

substrato (LANGLAIS et al., 1991). Quando ocorre um aumento de temperatura, o ozônio 

torna-se menos solúvel e menos estável em água, porém a taxa de reação com o substrato 

orgânico dos microrganismos aumenta (LANGLAIS et al., 1991; LAPOLLI et al., 2003).  

  A ozonização é um tratamento altamente eficaz contra microrganismos 

patogênicos ou deterioradores encontrados em frutas e verduras frescas. De acordo com Foley 

et al. (2003) a sanitização de produtos frescos com água ozonizada é uma excelente 
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ferramenta para reduzir a população de microrganismos e parasitas da superfície destes o que 

reduz o risco de doenças sendo necessário avaliar a tolerância de frutas e hortaliças quanto à 

doses e tempos de exposição à água ozonizada. 

 

2.5.5. Utilização do ozônio na indústria de alimentos  

 

  O uso de ozônio como agente antimicrobiano, sua aplicação no 

processamento e no armazenamento de alimentos e utilização na indústria, tem sido estudado 

há alguns anos. Dentre os alimentos examinados destacam-se as frutas e vegetais; os grãos em 

geral; a carne e seus derivados, assim como o pescado e seus derivados (CAVALCANTE, 

2013). 

  Tiwari e Muthukumarappan (2012) citam a ação do ozônio como 

ferramenta de desinfecção em frutas e legumes (alface, maçã, coentro, cenoura, melão, batata, 

mirtilo, aipo, pepino). O principal propósito da ozonização de frutas e legumes, além da 

inativação de microrganismos patogênicos e deteriorantes, é a destruição de resíduos de 

pesticida e de outros produtos químicos. Em geral, o processo é feito com ozônio gasoso, 

lavagem com água ozonizada ou ainda em sucos de frutas. 

O ozônio tem sido também utilizado, inclusive nas indústrias, para controlar o 

desenvolvimento de pestes (insetos e microrganismos em geral) em grãos armazenados, 

desinfetar farinhas e degradar moléculas potencialmente tóxicas (LULLIEN-PELLERIN, 

2012). Kells et al. (2001) avaliaram a ação do ozônio sobre besouros e traças em milho e 

observaram uma taxa de mortalidade de  92%. 

O uso da ozonização na cadeia da carne também pode ser na fase gasosa ou 

aquosa (POHLMAN, 2012). Castillo, (2003) avaliaram o impacto da lavagem de carcaças 

com spray de água ozonizada comparando com água não ozonizada. As carcaças foram 

contaminadas com E. coli e S. typhimurium. Os resultados foram parecidos, porém a pressão 

usada na lavagem com água não ozonizada foi bem superior. O uso do ozônio na carne pode 

provocar perdas da característica normal como a coloração vermelha, conferida pela 

oximioglobina, a qual é oxidada a metamioglobina, ocasionando coloração mais escura à 

carne. Da mesma forma, a oxidação dos lipídios de cadeia dupla também pode ocorrer 

(POHLMAN, 2012). 

O ozônio é utilizado para a esterilização de equipamentos e da área de 

produção, a desinfecção de embalagens, a redução da carga microbiana da água usada para 

resfriamento de frangos, o tratamento de frutas e hortaliças visando aumento da vida de 
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prateleira, o combate a biofilmes microbianos localizados em superfícies de metais, entre 

outros (PIRANI, 2011). 

A utilização do gás sobre o leite fluido produz redução nas contagens de 

microrganismos aeróbios mesófilos enterobactérias, psicotróficos, S. aureus, bolores e 

leveduras foi observado por um período de 10 minutos, onde ocorreu uma significativa 

redução destes microrganismos. A partir da aplicação por 15 minutos observou-se reduções 

significativas de 0.60 ciclos log, 0.96 ciclos log, 0.13 ciclos log, 1.02 ciclos log e 0.48 ciclos 

log para aeróbios mesófilos, Enterobacteriaceae, psicrotróficos, Staphylococcus spp., e 

bolores e leveduras, respectivamente (CAVALCANTE et al., 2013; COUTO et al., 2016). 

 Utilizando 5, 10 e 15 minutos, Sheelamary e Muthukumar (2011) estudaram 

os efeitos da ozonização sobre a população de L. monocytogenes em amostras de leite e 

observaram que a partir de 10 minutos o efeito antimicrobiano do ozônio foi eficiente, pois, 

houve eliminação total do microrganismo. 

Lanita e Silva (2008) compararam três tratamentos com ozônio no controle de 

bolores e leveduras em queijo tipo parmesão, em condições industriais.  Foram realizados 

tratamentos apenas com ozônio, ozônio e lavagem dos queijos e, lavagem e aplicação de 

fungistático natamicina. Como resultado, as médias das contagens aos 60 dias do tratamento 2 

foram significativamente superiores às dos outros tratamentos. Serra et al. (2003) verificaram 

a ação fungicida do ozônio em sala de maturação de queijo, tanto no ar quanto em superficies. 

Os tratamentos reduziram os bolores do ar, mas não afetaram a viabilidade dos bolores nas 

superfícies.  

Segundo Cullen e Norton (2012) uma das primeiras pesquisas com ozônio na 

indústria de leite foi realizada por Greene et al. (1993), o qual compararam a efetividade da 

água ozonizada com um sanitizante clorado para desinfecção de superfícies de metal 

contaminadas com leite UHT inoculado com colônias de Pseudomonas fluorescens e 

Alcaligenes faecalis, e concluíram que ambos os tratamentos tiveram alta eficiência, com 99% 

de redução da microbiota. 

Güzel-Seydim et al. (2000) estudaram o uso de água ozonizada a 10°C, como 

técnica de limpeza prévia de superfície metálica comum em equipamentos da indústria de 

laticínios, comparando com a limpeza convencional, que é feita com água aquecida a 40°C. 

As taxas de remoção foram de 84% dos resíduos de leite pela água ozonizada, enquanto a 

água morna removeu 51%. 
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AÇÃO DO OZÔNIO SOBRE ESCHERICHIA COLI E LACTOBACILLUS SAKEI E 

INTERFERÊNCIA DA MATÉRIA ORGANICA 

 

 

 

RESUMO 

 

O ozônio tem sido utilizado na indústria de alimentos por sua ação no controle de 

microrganismos indesejáveis através de seu elevado potencial oxidativo tornando-o um 

importante agente antimicrobiano. São escassos os dados sobre a ação do ozônio sobre 

microrganismos benéficos como as bactérias ácido láticas e a interferência de matéria 

orgânica na sua ação sanitizante. Essa pesquisa objetivou avaliar a ação do ozônio sobre o 

desenvolvimento de Escherichia coli (ATCC® 11229™) e Lactobacillus sakei subsp. sakei 

(ATCC® 15524™) com e sem associação de substratos orgânicos. Como substratos orgânicos 

foram utilizados leites de vaca com diferentes composições: integral homogeneizado com 

lactose, integral homogeneizado sem lactose, desnatado homogeneizado com lactose, 

desnatado homogeneizado sem lactose e integral sem homogeneização; também, avaliou-se a 

água como o substrato parâmetro de comparação. O gás ozônio foi utilizado nas 

concentrações de 21 e 31 mg/L por 0, 5, 15 e 25 min. Para as contagens de E. coli foi 

utilizado o sistema Petrifilm™ EC e, para Lb. sakei o meio De Man Rogosa Sharpe. Adotou-

se delineamento inteiramente casualizado, em esquema em fatorial 2 x 6 x 4, sendo duas 

concentrações, seis substratos e quatro períodos de exposição ao gás com três repetições. Os 

resultados obtidos demonstraram para ambas as espécies avaliadas que a composição dos 

substratos orgânicos interfere na ação do ozônio. As maiores reduções foram obtidas quando 

se utilizaram água e leite desnatado homogeneizado sem lactose. Observou-se que a E. coli é 

mais sensível a ação do ozônio em substratos orgânicos que Lb. sakei. Quando se avaliou a 

ação do ozônio sobre E. coli no substrato orgânico leite desnatado homogeneizado com 

lactose, independentemente do tempo, as reduções na contagem foram de 1,16 e 2,22 ciclos 

log, para concentrações do ozônio equivalentes a 21 e 31 mg/L, respectivamente. Por outro 

lado, para Lb. sakei a máxima redução na contagem permaneceu em torno de 0,3 ciclo log, 

quando se ozonizou o substrato leite desnatado homogeneizado com lactose. Destaca-se que 

em água, obteve-se a máxima redução possível, levando-se em consideração o inóculo inicial 

e a técnica de quantificação adotada. Os resultados permitem concluir que substratos 

orgânicos, como os principais componentes do leite, interferem na ação do ozônio sobre E. 

coli diminuindo a sua eficácia como sanitizante e reforçando a necessidade de remoção 

adequada de matéria orgânica nos processos de limpeza, porém independentemente da 

presença desses substratos, o ozônio não altera significativamente, o desenvolvimento de 

bactérias ácido láticas. E por fim, a aplicação de ozônio, nas concentrações avaliadas, não 

produz alterações na composição do leite de vaca. 
 

Palavras–chave: ozonização, leite, bactérias ácido láticas, sanitização de equipamentos. 

 

 



59 
 

 

ORGANIC MATTER INTERFERENCE IN THE OZONE’S ACTION ON 

ESCHERICHIA COLI AND LACTOBACILLUS SAKEI 

 

 

 

 

ABSTRACT 

 

The ozone has been used in the food industry due to its controlling action upon undesirable 

microorganisms. Its great oxidative potential makes it an important antimicrobial agent. There 

are a few data reporting the ozone’s action upon benefic microorganisms such as lactic acid 

bacteria and the organic matter interference upon the ozone’s sanitizing action. This research 

aimed to evaluate the ozone’s action upon Escherichia coli (ATCC® 11229™) and 

Lactobacillus sakei subsp. sakei (ATCC® 15524™), combined or not with organic matter. As 

organic matter, cow milks with different compositions were used, such as: lactose 

homogenized whole milk, lactose-free homogenized whole milk, lactose homogenized 

skimmed milk, lactose-free homogenized skimmed milk and non-homogenized whole milk; 

also, water added with organic matter was used as a comparative measure. The ozone gas was 

used under concentrations of 21 and 31 mg/L, for 0, 5, 15 and 25 min. For E. coli countings, 

the Petrifilm™ EC was used and for the Lb. sakei, the De Man Rogossa Sharpe was used. A 

Completely Randomized Design, with a 2 x 6 x 4 fatorial pattern, under two concentrations, 

six substrates and four exposure periods of gas, with three repetitions. The results obtained 

shown for both evaluated species that the composition of the organic substrates interferes in 

the ozone action. The greatest reductions were obtained when lactose-free water and 

homogenized skim milk were used. It was observed that E. coli is more sensitive to the action 

of ozone on organic substrates than Lb. Sakei When evaluating the action of ozone on E. coli 

on organic substrate skim milk homogenized with lactose, regardless of the time, the 

reductions in the count were 1.16 and 2.22 log cycles, for ozone concentrations equivalent to 

21 and 31 mg / L, respectively. On the other hand, for Lb. Sakei the maximum reduction in 

count remained around 0.3 log cycle, when the substrate was skimmed milk homogenized 

with lactose. It is highlighted that in water, the maximum possible reduction was obtained, 

taking into account the initial inoculum and the technique of quantification adopted. The 

results allow to conclude that organic substrates, such as the main components of the milk, 

interfere in the action of ozone on E. coli, reducing its effectiveness as a sanitizer and 

reinforcing the need for adequate organic matter removal in the cleaning processes, however 

regardless of the presence of these Substrates, ozone does not significantly alter the 

development of lactic acid bacteria. Finally, the application of ozone in the evaluated 

concentrations does not produce changes in the composition of cow's milk. 

 

Key words: ozonization, milk, lactic acid bacteria, equipment sanitation. 
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1.INTRODUÇÃO 

 

Entre os microrganismos causadores de doenças de origem alimentar, destaca-

se E. coli, responsável por surtos alimentares (ASAO, 2003; SCHIMD, 2009; SCALLAN et 

al., 2011; SECRETARIA DE VIGILÂNCIA EM SAÚDE, 2011; EUROPEAN CENTRE 

FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2011). Esse microrganismo é de interesse 

em sanidade animal e saúde pública visto que pode causar doenças tanto em animais quanto 

em seres humanos. Diversas pesquisas descrevem a presença desses agentes em alimentos de 

origem animal e vegetal, como produtos cárneos, lácteos, frutas e grãos no país e no mundo 

(FEITOSA et al., 2003; SANTANAM et al., 2006; TSEGMED et al., 2007; NEDER et al., 

2011; OLIVEIRA et al., 2012; CALIL, 2014). 

 Pertencente à família Enterobacteriaceae, o gênero Escherichia compreende as 

espécies E. coli, E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii, E. vulneris. No entanto, a principal 

espécie de importância é E. coli (CAMPOS e TRABULSI, 2002). É um bastonete curto, 

Gram negativo, não esporulado, medindo entre 1,1 a 1,5 µm por 2 a 6 µm, a maioria é móvel, 

devido a existência de flagelos peritríqueos. A temperatura ótima de crescimento é por volta 

dos 37ºC (BARNES et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2004; QUINN et al., 2005). E. coli faz 

parte do grupo de coliformes fecais (coliformes a 45ºC) sendo considerada o mais específico 

indicador de contaminação fecal e eventual presença de bactérias patogênicas (OLIVEIRA et 

al., 2004). Vários fatores contribuem para sua disseminação no meio ambiente, pois é 

excretada nas fezes podendo sobreviver nas partículas fecais, poeira e água por semanas ou 

meses, porém seu ambiente normal é o trato intestinal (ANDRADE, 2005; SAVIOLLI, 2010). 

Os isolados de E. coli, tanto de animais quanto de humanos, foram associados à 

patogenicidade ou mecanismo de virulência específico, que podem ser componentes do 

próprio microrganismo ou genes adquiridos por plasmídios, por meio dos quais as bactérias 

foram classificadas em patótipos. Estes patótipos podem ser classificados de acordo com suas 

características de virulência em EPEC (E. coli enteropatogênica), ETEC (E. coli 

enterotoxigênica), EIEC (E. coli enteroinvasora), EHEC (E. coli enterohemorágica), EaggEC 



61 
 

(E. coli enteroagregativa), UPEC (E. coli uropatogênica), NMEC (E. coli meningite neo 

natal), REDEC (E. coli enteropatogênica) e APEC (E. coli patogênica aviária) (CROXEN e 

FINLAY, 2010; SAVIOLLI, 2010). 

 Bactérias ácido-láticas (BAL) são um grupo de microrganismos Gram positivos, 

catalase negativos, não formadores de esporos e que geralmente crescem sob condições 

microaerófilas ou estritamente anaeróbicas (AXELSSON, 2004; KONDYLI et al., 2012).   

 Os mais importantes gêneros são Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus, 

Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela, Carnobacterium, Tetragenococcus e 

Bifidobacterium.  O modo de fermentação em combinação com características fisiológicas, faixas 

de temperatura para o crescimento e utilização de açúcar foram utilizados como critérios de 

classificação para alocar gêneros e espécies de BAL (LIU et al., 2014). São classificadas devido à 

sua capacidade de fermentação da lactose através de seu metabolismo homo ou 

heterofermentativo, sendo amplamente utilizados como culturas iniciadoras em alimentos 

fermentados (AXELSSON, 2004). BAL homofermentativas produzem apenas ácido lático, 

como produto final, enquanto as heterofermentativas produzem, além de ácido lático, substâncias 

como dióxido de carbono, ácido acético, etanol, aldeído e diacetil (BRUNO e CARVALHO, 

2009).  

 Além disso, essas bactérias são conhecidas pela produção de várias substâncias 

antimicrobianas, potencialmente utilizadas como agentes de conservação de alimentos, 

geradores de aromas e formação da textura nos produtos lácteos fermentados (DELAVENNE 

et al., 2012; WIDYASTUTI et al., 2014).   

 O gênero Lactobacillus spp. está amplamente distribuído no meio ambiente, 

especialmente em alimentos vegetais, no trato gastrintestinal e genital. A sua ocorrência é 

influenciada por diversos fatores ambientais, tais como pH, presença de oxigênio, presença de 

fatores específicos e interações com outras bactérias (HOLT e KRIEG, 1994; GILLILAND et 

al., 2002). São bactérias Gram positivas, não formadores de esporos, não flagelados, 

geralmente anaeróbicos facultativos. São estritamente fermentativos, acumulando ácido lático 

no meio como produto do metabolismo primário e raramente, apresentam patogenicidade. O 

seu pH ótimo de crescimento situa-se na faixa de 5,5 e 6,3 e possuem faixa ótima de 

temperatura entre 30-40°C (HOLT e KRIEG, 1994; GOMES e MALCATA, 1999).  

 Lactobacillus sakei é capaz de produzir uma bacteriocina denominada sakacin 

P que inibe o crescimento de diversas bactérias patogênicas e deteriorantes presentes em 

produtos cárneos e pescado, sendo amplamente utilizado na fermentação desses produtos, 

apresentando importante potencial tecnológico. Lb. sakei resiste às condições adversas dos 
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processos de fermentação, tais como a concentração elevada do sal, a baixa atividade da água, 

a baixa temperatura e o pH (MCLEOD et al., 2010). 

 A busca de novas técnicas ou substâncias que sejam eficientes na conservação 

de alimentos, que apresentem baixa toxicidade e que mantenham as características de cor, 

textura, sabor e aroma o mais próximo ao natural do produto, ainda é um desafio para os 

países desenvolvidos e em desenvolvimento, apesar dos avanços na ciência e na tecnologia, 

Nesse sentido, as indústrias alimentícias utilizam técnicas de biopreservação e incentivam 

pesquisas na busca de alternativas de tratamentos sanitizantes aplicados aos alimentos, que 

apresentem características bioconservadoras, de forma a atender às exigências do mercado 

(FRANCO et al., 2008) 

  Os tratamentos aplicados aos alimentos devem garantir a permanência de 

microrganismos benéficos e eliminar os patogênicos e deteriorantes do produto final, além de 

preservar suas qualidades nutricionais. O processo de sanitização dos alimentos e plantas de 

processamento constitui uma etapa crucial na eliminação ou redução dos contaminantes 

microbiológicos presentes e, de certa maneira, contribuem para extensão do período de 

validade dos produtos (FRANCO et al., 2008; TRONCO, 2010; SCHITTLER, 2012). 

 A utilização de produtos a base de cloro é a mais frequente em decorrência do 

amplo espectro de ação. Contudo, é comprovadamente verificado que produtos clorados, sob 

condições de pH, temperatura e de alguns tipos de ácidos resultantes da decomposição de 

matéria orgânica podem formar substâncias tóxicas indesejáveis como os organoclorados, 

tricloro metanos e ácidos cloro acéticos (RICO et al., 2007; ÖLMEZ e KRETZSCHMAR, 

2009). Além disso, há a desvantagem de poder alterar o sabor pela presença de resíduos no 

alimento (MAISTRO, 2001; OLIVEIRA e VALLE, 2000).  

  A utilização de outros produtos em substituição ao cloro e seus derivados, que 

confiram segurança e qualidade microbiológica é pertinente. Diversos estudos têm 

comprovado a eficácia de agentes sanitizantes em substituição ao cloro, como ultrassom, 

ácidos orgânicos, ozônio, peróxido de hidrogênio irradiação, entre outros (GONZÁLEZ-

AGUILAR et al., 2010; PRESTES, 2007; HOLTZ, 2006).  

  O ozônio tem sido utilizado em indústrias alimentícias para limpeza de 

superfícies e no tratamento de alimentos, a partir de sua validação como um químico 

Generally Recognized as Safe (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA). Este gás 

tem se mostrado um eficiente bactericida por apresentar alto poder de oxidação (2,07mV), 

sendo menor somente, que o flúor (3,06 mV). Resultados relevantes foram encontrados na 

aplicação do ozônio em frutas, sucos, grãos em geral, carne e derivados, pescado e derivados 
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e vegetais. Porém apesar de sua forte ação oxidante, a eficácia do processo de ozonização 

pode ser influenciada por diversos fatores como pH, temperatura e composição da matéria 

orgânica (KELLS et al., 2001; CASTILLO, 2003; TIWARI e MUTHUKUMARAPPAN, 

2012; LULLIEN-PELLERIN, 2012; POHLMAN, 2012). 

 O ozônio é empregado como tecnologia moderna, reconhecida por ser eficaz na 

redução ou mesmo eliminação de microrganismos patogênicos, além de melhorar as 

condições de processamento de muitos produtos, atendendo às novas tendências de mercado. 

Contudo, há a necessidade de estudo sobre a influência dos substratos na ação sanitizante do 

gás e melhores padronizações e quantificação de níveis seguros de aplicação (COELHO et al., 

2015). Apesar de sua eficácia comprovada sobre microrganismos patogênicos, há uma 

carência de pesquisas que demonstrem sua ação sobre microrganismos benéficos, incluindo os 

probióticos, como os lactobacilos. Pesquisas sobre a melhor dosagem e tempo de aplicação do 

gás devem ser realizadas, pois agentes sanitizantes podem afetar aspectos sensoriais e 

nutritivos de maneira indesejável (ARTÉS et al., 2009).  

 Da mesma forma, é fundamental a realização de estudos que busquem elucidar 

a influência da composição do meio no que se refere à presença de matéria orgânica, sobre a 

ação e efeitos do gás, para que seja possível estabelecer condições mais efetivas e seguras da 

sua aplicação. O leite é uma combinação complexa de diversos elementos sólidos em água, 

que representam, aproximadamente, 12 a 13% do leite e a água, aproximadamente, 87%. Os 

principais elementos sólidos do leite são lipídios (gordura), carboidratos, proteínas, sais 

minerais e vitaminas, representando um substrato orgânico interessante devido à possibilidade 

de alteração desses componentes.  

O objetivo do trabalho foi avaliar a ação do ozônio sobre o desenvolvimento de E. coli 

e L. sakei utilizando o leite com diferentes composições como substrato orgânico, a fim de 

verificar a sua eficiência como sanitizante, a sua ação sobre microrganismos com potencial 

tecnológico na produção de alimentos e, os efeitos sobre os principais componentes do leite.  
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

2.1.  Local da pesquisa, origem das cepas e tratamento dos substratos 

 

 O trabalho foi realizado nos Laboratórios de Análises de Leite e Derivados e de 

Pré-Processamento e Armazenamento de Produtos Agrícolas, localizados na Faculdade de 

Agronomia e Medicina Veterinária, da Universidade de Brasília. 

 Foram utilizadas as cepas Escherichia coli (ATCC® 11229™) e Lactobacillu 

sakei subsp. sakei (ATCC® 15521™)  cedidas pelo Laboratório de Inspeção de Produtos de 

Origem Animal, da Universidade Federal de Viçosa, MG, e que foram mantidas em Ágar 

Tripticase de Soja, enriquecido com Extrato de Levedura (TSA-YE) (Kasvi®). Antes de cada 

inoculação, foram recuperadas em Caldo Tripticase de Soja (TSB) (Bacto™) e semeadas em 

TSA-YE em superfície incubadas a 35°C por 24 horas. 

 Como substratos orgânicos foram utilizados: Leite Integral Não 

Homogeneizado (LINH); Leite Integral Homogeneizado (LIH); Leite Desnatado (LD); Leite 

Desnatado Zero Lactose (LDZL); Leite Integral Zero Lactose (LIZL), obtidos de 

estabelecimentos comerciais. De acordo com a Instrução Normativa 62/2011 (BRASIL, 

2011), a classificação do leite, em relação ao teor de gordura é: integral (≥ 3,0%); 

semidesnatado (2,9% a 0,6%) e desnatado (≤ 0,5%).  Os leites foram esterilizados 

laboratorialmente por fervura, como forma de garantir a eliminação de qualquer outro 

microrganismo e resfriados antes das inoculações. Todos os procedimentos também foram 

conduzidos em água destilada utilizada como parâmetro de comparação. 

2.2. Preparo dos inóculos 

 

 Colônias desenvolvidas no TSA-YE foram inoculadas em solução salina 0,85% 

de forma a obter-se grau de turvação correspondente ao tubo 1 da escala nefelométrica de 

McFarland (Nefelobac®, Probac do Brasil), contendo aproximadamente 3,0 x 10
8
 UFC/mL 

(inóculo mãe). A partir desse inóculo, 9,0 mL eram transferidos para balão volumétrico 
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contendo 91 mL de cada substrato, como forma de se obter contagens aproximadas de 10
6 

UFC/mL; após, 3,0 mL eram inoculados em 297 mL do substrato obtendo-se contagens 

correspondentes a cerca de 10
4
 UFC/mL.   

 

2.3. Aplicação do ozônio  

 

  O gás ozônio foi obtido por meio de um gerador de ozônio (Modelo O&L 3.0-

O2 RM, da Ozone & Life®) baseado no método de Descarga por Barreira Dielétrica que é 

produzido ao aplicar uma alta tensão entre dois eletrodos paralelos, tendo entre eles um 

dielétrico (vidro) e um espaço livre por onde flui o ar seco. Neste espaço é produzida uma 

descarga em forma de filamentos, que gera elétrons com energia suficiente para produzir a 

quebra das moléculas de oxigênio (O2), formando o ozônio (O3). O insumo de oxigênio é 

obtido por concentrador de oxigênio acoplado ao gerador de ozônio.  

 A concentração de ozônio foi determinada pelo método iodométrico, descrito 

por Clesceri et al. (2000) e Couto et al., 2016, onde o borbulhamento de massa gasosa 

contendo ozônio em 50 mL de solução de iodeto de potássio (KI) 1 N, produz iodo (I2). Para 

isso é necessário acidificar o meio com 2,5 mL de ácido sulfúrico (H2SO4) 1 N, depois do 

borbulhamento. A solução foi titulada com tiossulfato de sódio (Na2S2O3) 0,01 N, com uso de 

solução de amido 1% como indicador. 

 Cada amostra de substrato foi transferida para uma coluna de vidro, com 

capacidade de 500 mL, tendo 19 cm de altura e 6,0 cm de diâmetro. Antes da ozonização de 

cada amostra, a coluna de vidro foi sanitizada, com borbulhamento do próprio gás ozônio em 

água, por cinco minutos. Foi instalado o destruidor térmico catalítico depois da coluna de 

ozonização, necessária para decomposição do ozônio residual. 

2.4.  Binômios concentração de ozônio x tempo de exposição  

 

 A partir de resultados obtidos em estudos anteriores desenvolvidos pelo grupo 

de pesquisa dos laboratórios envolvidos (SANTOS, 2013; COUTO et al., 2016) e por 

Sheelamary e Muthukumar, 2011, foram aplicadas as concentrações de 21 mg/L e de 31 

mg/L, nos tempos de 0, 5, 15 e 25 minutos para os dois micorganismos testados. Cada 

tratamento foi conduzido em triplicata. 
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2.5. Contagens microbiológicas dos substratos inoculados 

 

 As contagens de E. coli antes e após o processo de ozonização, foram 

realizadas por meio de semeaduras em sistema Petrifilm™ EC (3M do Brasil) conforme 

recomendações do fabricante; para Lb. sakei as contagens foram realizadas a partir de 

semeadura de 0,1 mL em meio De Man Rogosa and Sharpe (MRS) (Acumedia®), em 

superficie e com incubação a 35
o
C por 24 horas. Os resultados das contagens dos 

microrganismos testados foram convertidos em log10.  

2.6. Análises físico-químicas 

 

 As amostras foram analisadas quanto aos teores de proteína, lactose, gordura, 

sólidos não gordurosos e por meio de equipamento ultrassônico EKOMILK realizadas 

conforme o fabricante (Ekomilk Total®).  

2.7. Delineamento Experimental 

 

 Adotou-se Delineamento Inteiramente Casualizado, em esquema em fatorial 2 

x 6 x 4, sendo duas concentrações (21 e 31 mg/L), seis substratos (LINH, LIH, LD, LDZL, 

LIZL e água destilada) e quatro períodos de exposição ao gás (0, 5, 15 e 25 min) com três 

repetições. Foi realizada análise de variância a 5% de probabilidade, utilizando-se o software 

ASSISTAT 7.7 BET. Realizou-se teste de média, utilizando-se o Teste de Tukey a 5% de 

probabilidade ou análise de regressão. Análise de regressão foi adotada quando se avaliou o 

efeito do período de ozonização. Utilizou-se o software SigmaPlot na obtenção das equações 

de regressão e na plotagem dos gráficos. 
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3. RESULTADOS 

 

 De acordo com a Análise de Variância, não houve variação significativa 

(p>0,05) na redução da contagem de E. coli em decorrência da interação tripla entre 

concentração do ozônio, substrato e período de exposição ao gás (Tabela 1). Entretanto, as 

interações entre concentração do ozônio e substrato e entre substrato e período de exposição 

ao gás foram significativas (p<0,01). Com relação à redução na contagem de Lb. sakei, 

verificou-se variação significativa (p<0,01) devido à interação tripla entre concentração do 

ozônio, substrato e período de exposição ao gás.  

 

Tabela 1. Resumo da análise de variância referente à redução nas contagens de Escherichia 

coli e de Lactobacillus sakei (log N0/N) inoculadas em leite com diferentes composições 

ozonizados em diferentes combinações de concentração do ozônio e período de exposição ao 

gás. 

Fonte de variação 
Grau de 

Liberdade 

Quadrado Médio Quadrado Médio 

Escherichia coli Lactobacillus sakei 

Concentração (C) 1 0,9209* 0,1333** 

Substrato (S) 5 24,2078** 25,2286** 

Período (P) 3 31,2420** 7,5229** 

C x S 5 1,0045** 0,0199
 ns

 

C x P 3 0,2564
ns

 0,0154
ns

 

S x P 15 3,2660** 2,8527** 

C x S x P 15 0,2374
ns

 0,0284** 

Tratamentos 47 5,8304** 4,0895** 

Resíduo 96 0,2260 0,0106 

CV (%)  36,55 15,29 

 

Legenda: ** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01).         

 * significativo ao nível de 5% de probabilidade (p < 0,05).  
ns

 não significativo ao nível de 5% de probabilidade (p < 0,05).   

cv- coeficiente de variação                     
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 Na Tabela 2 estão contidos os valores médios relativos à redução (log N0/N) na 

contagem de E. coli devido à interação entre concentração do ozônio e os leites com 

diferentes composições, independentemente do período de exposição ao gás. Quando se 

analisou a variação na redução da contagem de E. coli em cada uma das concentrações do gás, 

os maiores valores médios (p<0,05) foram obtidos quando os substratos foram água destilada 

e LDZL, com valores médios entre 3,44 e 3,38 ciclos log e entre 3,10 e 3,36 ciclos log, 

respectivamente. Somente no substrato LIZL houve variação siginificativa (p<0,05) na 

contagem de E. coli com o aumento da concentração do gás, sendo equivalente a 1,16 e 2,44 

ciclos log, nas concentrações do ozônio de 21 e 31 mg/L, respectivamente. Ressalta-se a 

inexpressiva redução na contagem de E. coli em decorrência da ozonização nos substratos 

LINH e LIH. No substrato LIH, os valores médios obtidos foram inferiores a 0,4 ciclo log. 

 

Tabela 2. Valores médios referentes à redução na contagem de Escherichia coli  (log N0/N) 

em leite com diferentes composições ozonizados nas concentrações de 21 e 31 mg/L 

independente do período de exposição ao gás 

C 

(mg/L) 

Substrato 

LINH LIH LD LDZL LIZL AD 

21 0,37±0,22aCD 0,33±0,24aD 1,10±0,42aBC 3,36±0,38aA 1,16±1,01bB 3,44±0,07aA 

31 0,52±0,31aCD 0,37±0,23Ad 1,23±0,92aC 3,10±0,88aAB 2,44±0,77aB 3,38±0,04aA 

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minúscula na coluna e de mesma letra maiúscula na linha 

não diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

LINH – Leite Integral Não Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD – Leite 

Desnatado; LDZL – Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL – Leite Integral Zero Lactose; AD – Água 

destilada. 

 Na Figura 3 são apresentadas as curvas de regressão referentes à redução na 

contagem de E. coli em leite com diferentes composições ozonizados, com períodos de 

exposição de até 25 mim, independentemente da concentração do gás. Observou-se que, à 

medida que se eleva o período de exposição ao ozônio, há incremento na redução da 

contagem de E. coli para todos os substratos. O incremento na redução da contagem de E. coli 

durante o período de ozonização foi mais acentuado quando se utilizaram água destilada e 

LDZL como substratos, atingindo-se valores superiores a 3,0 ciclos log. Por outro lado, o 

incremento na redução da contagem de E. coli em decorrência da ozonização foi menos 

acentuado nos substratos LINH e LIH, com reduções inferiores a 0,8 e 0,6 ciclo log, 

respectivamente, depois de 25 min de ozonização.  
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Figura 3. Redução na contagem de Escherichia coli (log N0/N ) em leite com diferentes 

composições em função do período de ozonização. 

Legenda: LINH – Leite Integral Não Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD – 

Leite Desnatado; LDZL – Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL – Leite Integral Zero Lactose; AD – 

Água destilada. 
 

 Na Tabela 3 encontram-se as equações de regressão ajustadas para redução na 

contagem de E. coli em leite com diferentes composições em função do período de 

ozonização e seus respectivos coeficientes de determinação. 

Tabela 3. Equações de regressão ajustadas em função do tempo para redução na contagem de 

Escherichia coli (log N0/N) em leite com diferentes composições em função do período de 

ozonização e seus respectivos coeficientes de determinação (R2). 

Substrato Equações ajustadas R
2
 

LINH x028,0022,0y 


 0,98 

LIH x023,0y 


 0,99 

LD x070,0086,0y 


 0,91 

LDZL  ̂                   )) 0,99 

LIZL  ̂                   )) 0,93 

AD  ̂                   )) 0,99 

Legenda: LINH – Leite Integral Não Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD – 

Leite Desnatado; LDZL – Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL – Leite Integral Zero Lactose; AD – 

Água destilada. 

 

 Os valores médios relativos à redução na contagem de Lb. sakei em ciclos log, 

quando se avaliaram diferentes combinações de substratos e períodos de exposição ao ozônio 
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em função da concentração do gás são apresentados na Tabela 4. Em geral, não houve 

aumento significativo (p<0,05) na redução da contagem de Lb. sakei com o aumento da 

concentração do ozônio, exceto no substrato LD, em períodos de exposição de 5 e 15 min, e 

no substrato LDZL combinado com período de ozonização de 25 min.  

 

Tabela 4. Valores médios referentes à redução na contagem de Lactobacillus sakei (log N0/N) 

em diferentes combinações de substrato (S) e período de exposição (P) nas concentrações (C) 

de ozônio de 21 e 31 mg/L 

S x P (min) 
C (mg/L) 

S x P (min) 
C (mg/L) 

21 31 21 31 

LINH/5 0,04±0,03a 0,07±0,01a LDZL/5 0,790,10±a 0,71±0,13a 

LINH/15 0,11±0,04a 0,01±0,05a LDZL/15 0,80±0,14a 0,85±0,36a 

LINH/25 0,40±0,09a 0,39±0,16a LDZL/25 1,03±0,08b 1,49±0,32a 

LIH/5 0,01±0,02a 0,02±0,01a LIZL/5 0,32±0,03a 0,40±0,07a 

LIH/15 0,03±0,01a 0,04±0,02a LIZL/15 0,40±0,15a 0,39±0,08a 

LIH/25 0,03±0,03a 0,06±0,03a LIZL/25 0,40±0,18a 0,37±0,11a 

LD/5 0,07±0,10b 0,29±0,09a AD/5 3,31±0,10a 3,59±0,07a 

LD/15 0,08±0,05b 0,30±0,08a AD/15 3,53±0,07a 3,79±0,08a 

LD/25 0,31±0,14a 0,31±0,04a AD/25 3,73±0,03a 3,70±0,07a 

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minúscula na linha não diferem estatisticamente pelo Teste 

de Tukey a 5% de probabilidade. 

LINH – Leite Integral Não Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD – Leite 

Desnatado; LDZL – Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL – Leite Integral Zero Lactose; AD – Água 

destilada. 

  

Na Tabela 5 podem ser observados os valores médios de reduções em ciclos log na 

contagem de Lb. sakei, quando se avaliaram diferentes combinações de concentração do 

ozônio e períodos de exposição ao gás em leite com diferentes composições. Verificou-se 

diferença significativa (p<0,05) em todas as combinações de concentração do ozônio e 

período de exposição ao gás em função do substrato utilizado. As maiores reduções na 

contagem de Lb. sakei foram observadas quando foram ozonizados na água e no substrato 

LDZL, com valores médios entre 3,32 e 3,79 ciclos log e entre 0,79 e 1,49 ciclos log, 

respectivamente. Por outro lado, verificou-se inexpressiva redução na contagem de Lb. sakei 

quando utilizado o substrato LIH. Na avaliação do efeito do ozônio na contagem de Lb. sakei 

no substrato LIH, os valores médios de redução permaneceram inferiores a 0,1 ciclo log, em 

todas as combinações de concentração do ozônio e período de exposição ao gás. 
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Tabela 5. Valores médios referentes à redução na contagem de Lactobacillus sakei (log N0/N) 

em diferentes combinações de concentração de gás (C) e período de exposição (P) em leite 

com diferentes composições 

C 

(mg/L) x P (min) 

Substrato 

LINH LIH LD LDZL LIZL AD 

21/5 0,04±0,03d 0,01±0,02d 0,07±0,10d 0,79±0,10b 0,32±0,03c 3,32±0,10a 

21/15 0,11±0,04d 0,03±0,01d 0,08±0,05d 0,80±0,14b 0,40±0,15c 3,53±0,07a 

21/25 0,40±0,09c 0,03±0,03d 0,31±0,14c 1,03±0,08b 0,41±0,18c 3,73±0,03a 

31/5 0,07±0,01de 0,02±0,01e 0,29±0,09cd 0,71±0,13b 0,40±0,07c 3,59±0,07a 

31/15 0,01±0,05de 0,04±0,02e 0,30±0,08cd 0,85±0,36b 0,39±0,08c 3,79±0,08a 

31/25 0,39±0,16c 0,06±0,03d 0,31±0,04c 1,49±0,32b 0,37±0,11c 3,70±0,07a 

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minúscula na linha não diferem estatisticamente pelo Teste 

de Tukey a 5% de probabilidade. 

LINH – Leite Integral Não Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD – Leite 

Desnatado; LDZL – Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL – Leite Integral Zero Lactose; AD – Água 

destilada. 

  

 Na Tabela 6 estão contidas as equações de regressão ajustadas para redução na 

contagem de Lb. sakei em leite com diferentes composições, nas concentrações de 21 e 31 

mg/L, em função do período de ozonização e seus respectivos coeficientes de determinação. 

Verificou-se redução mais acentuada quando o substrato foi água. Nos substratos que 

continham matéria orgânica, esse comportamento foi mais acentuado no LDZL. Nesse 

substrato, observou-se aumento na redução da contagem de Lb. sakei com o aumento da 

concentração do gás. Quando se adotou concentração do ozônio de 21 mg/L, obteve-se 

redução de aproximadamente 1,0 ciclo log, depois de 25 min de ozonização. Na concentração 

de 31 mg/L por período de exposição de 25 min, a redução na contagem de Lb. sakei foi de 

aproximadamente 1,5 ciclo log.  
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Tabela 6. Equações de regressão ajustados em função do período de ozonização ao ozônio 

para redução na contagem de Lactobacillus sakei (log N0/N)  em leite com diferentes 

composições e nas concentrações de 21 e 31 mg/L e seus respevtivos coeficientes de 

determinação 

Concentração do 

ozônio (mg/L) 
Substrato Equações ajustadas R

2
 

21 

LINH x,,y 01500350 


 0,89 

LIH x,,y 00100010 


 0,85 

LD x,,y 01100100 


 0,84 

LDZL  ̂                   )) 0,96 

LIZL  ̂                   )) 0,99 

AD  ̂                   )) 0,99 

31 

LINH 0,014x0,023y 


 0,85 

LIH x,,y 00200010 


 0,95 

LD x,,y 64803020 


 0,99 

LDZL  ̂                   )) 0,89 

LIZL  ̂                   )) 0,99 

AD  ̂                   )) 0,99 

Legenda: LINH – Leite Integral Não Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD – 

Leite Desnatado; LDZL – Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL – Leite Integral Zero Lactose; AD – 

Água destilada. 

 

As curvas de regressão referentes à redução na contagem de Lb. sakei em decorrência 

da ozonização, em leite com diferentes composições e nas concentrações de 21 e 31 mg/L são 

apresentadas na Figura 4. 
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Figura 4. Redução na contagem de Lactobacillus sakei (log N0/N) em leite com diferentes 

composições nas concentrações de 21 mg/L (A) e 31 mg/L ( B) em função do tempo. 

Legenda: LINH – Leite Integral Não Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD – 

Leite Desnatado; LDZL – Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL – Leite Integral Zero Lactose; AD – 

Água destilada. 

 

 É importante ressaltar que, tanto para E. coli quanto para Lb. sakei, quando o 

substrato ozonizado foi água destilada, independentemente da concentração do ozônio, 

obteve-se máxima redução detectável com cinco minutos de exposição ao gás, tendo em vista 

o inóculo inicial e a técnica de quantificação adotada. 

 No que se refere ao efeito do ozônio na qualidade físico-química nos substratos 

orgânicos, em geral não foi verificada variação significativa (p>0,05) em decorrências das 

diferentes combinações de concentração do gás e período de exposição, conforme apresentado 

nas Tabelas 1A e 1B (Anexo A). Somente foram verificadas variações significativas (p<0,05) 

no substrato LINH, na concentração de 31 mg/L e períodos de exposição de 15 e 25 min. 

Nesses binômios foram observadas reduções nos teores de lactose, de proteínas, de gordura e 

de sólidos não gordurosos. 
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4.DISCUSSÃO 

 

 Os resultados obtidos demonstraram que o ozônio é capaz de reduzir a 

contagem de E. coli e de Lb. sakei. Entretanto, Lb. sakei se mostrou mais resistente à ação do 

ozônio nos substratos orgânicos do que E. coli. Além disso, verificou-se que a composição 

dos substratos afeta a eficácia do ozônio como agente antimicrobiano. Diversos trabalhos 

comprovam a eficácia do ozônio na inativação de microrganismos, tais como fungos, 

bactérias, vírus, além de esporos de fungos e de bactérias (NASCIMENTO et al., 2006; 

GUZEL-SEYDIM et al., 2004ª e b; JYOTI e PANDIT, 2003 e 2004; GEHR et al., 2003; 

VEIGA, 2003; VELANO et al., 2001; XU et al., 2002; RESTAINO et al., 1995). Dentre as 

espécies de bactérias já estudadas e que apresentaram sensibilidade ao ozônio, podem ser 

destacadas Bacillus subtilis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes, Pseudomonas 

aeruginosa, Salmonella spp, Streptococcus faecalis e Staphylococcus aureus (RESTAINO et 

al., 1995; LEZCANO et al., 2000; TALBOT et al., 2012; SUNG et al., 2014).  

 A inativação dos microrganismos é diretamente relacionada à ação do gás 

sobre suas estruturas. O ozônio atua inicialmente na membrana celular, sendo a superfície da 

célula microbiana o primeiro alvo a ser atingido. Sua ação antimicrobiana é decorrente da 

oxidação de glicolipídeos, glicoproteínas e aminoácidos da parede celular, alterando a 

permeabilidade e causando sua rápida lise. O gás tem efeito também, sobre enzimas 

ocasionando o colapso da atividade enzimática celular. Além disso, sua ação sobre o material 

nuclear dos microrganismos altera as bases púricas e pirimídicas dos ácidos nucléicos, o que 

destrói o material genético das células (HUNT e MARIÑAS, 1999; SILVEIRA, 2004). A 

inativação dos microrganismos devido à ozonização depende da concentração de ozônio, do 

tempo de aplicação e do microrganismo envolvido (da SILVA et al., 2011). De acordo com 

PASCUAL et al. (2007), cada microrganismo apresenta sensibilidade inerente ao ozônio, de 

tal forma que as bactérias são mais sensíveis que fungos e leveduras; bactérias Gram 

negativas são mais sensíveis que as Gram positivas e os esporos são mais resistentes que as 

células vegetativas.  
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 A pesquisa confirmou essa maior sensibilidade de bactérias Gram negativas ao 

ozônio em comparação à Gram positiva, inoculadas em diferentes substratos orgânicos. E. 

coli foi significativamente mais sensível ao ozônio do que Lb. sakei, que é uma bactéria ácido 

lática Gram positiva. No substrato LDZL, as reduções nas contagens de E. coli, 

independentemente do tempo, permaneceram entre 3,10 e 3,36 ciclos log, enquanto que para 

Lb. sakei, a maior redução foi obtida foi de 1,49 ciclos log, quando adotada a concentração de 

31 mg/L e período de ozonização de 25 min. Quando se avaliou a ação do ozônio sobre E. 

coli no substrato LD, independentemente do tempo, as reduções na contagem foram de 1,16 e 

2,22 ciclos log, para concentrações do ozônio equivalente a 21 e 31 mg/L, respectivamente. 

Para Lb. sakei a máxima redução na contagem permaneceu em torno de 0,3 ciclo log, quando 

se ozonizou o substrato LD. RESTAINO et al. (1995) também verificaram maior 

sensibilidade ao ozônio de bactérias Gram negativas em comparação com bactérias Gram 

positivas na presença ou não de matérias orgânica.  

 É possível que a maior sensibilidade das bactérias Gram negativas esteja 

associada à diferença na estrutura da parede celular. As bactérias Gram negativas apresentam 

uma parede celular formada por uma ou poucas camadas de peptideoglicano e uma membrana 

externa que não constitui uma barreira para todas as substâncias no ambiente, sendo mais 

permeável devido à presença de porinas que formam canais que, por sua vez, permitem a 

passagem de determinadas moléculas, sendo inclusive, mais suscetíveis ao rompimento 

mecânico. Já as bactérias Gram positivas apresentam parede celular constituída por várias 

camadas de peptideoglicano que formam uma estrutura espessa e rígida (TORTORA, 2012; 

JAY, 2005).  

 Outro fator que afetou a eficácia do ozônio no controle de E. coli e Lb. sakei 

foi a composição dos substratos. As maiores reduções foram obtidas em água destilada para 

ambas as espécies. Todavia, observou-se menor redução na contagem dos microrganismos 

nos substratos orgânicos. Quanto mais rica a composição do substrato, menor foi a eficácia do 

ozônio na redução de microrganismos. As maiores reduções nas contagens dos 

microrganismos nos substratos contendo matéria orgânica foram obtidas para LDZL, 

substrato caracterizado por possuir no máximo 0,5% de gordura e no máximo 0,5% de 

lactose. Não há regulamento específico para leite com baixo teor de lactose, porém segundo a 

legislação aplicada para esse tipo de produto, a Portaria nº 29 de 1998 do Ministério da Saúde, 

alimentos especialmente formulados para atender portadores de intolerância à ingestão de 

lactose podem conter no máximo 0,5g do nutriente por 100g ou 100 mL do produto final 

(BRASIL, 1998).  
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 Por outro lado, as menores reduções foram observadas quando se utilizaram os 

meios LIH e LINH. Nesses substratos são esperados teores de gordura de no mínimo 3,0% e 

teores de lactose em torno de 5,0%, já que, de acordo com Longo, 2006, do ponto de vista 

físico-químico, a lactose está presente no leite em média 5,0% no estado molecular em 

solução verdadeira, com partículas de diâmetros inferiores a 1nm.  

 De maneira semelhante, COUTO et al. (2016), avaliaram a eficácia do ozônio 

sobre S. aureus que é uma bactéria Gram positiva, em leite integral homogeneizado e em leite 

desnatado, nas concentrações de 34,7 e 44,8 mg/L por até 25 min. Os resultados indicaram 

baixa eficiência do ozônio sobre o desenvolvimento de S. aureus inoculado e interferência da 

a gordura do leite. 

 Quando se comparou a eficácia do ozônio na inativação de Lb. sakei no 

substrato LIH, verificou-se reduções inferiores a 0,1 ciclo log em todas as combinações de 

concentração do gás e período de exposição. No substrato LINH, foi possível a obtenção de 

redução equivalente a 0,30 ciclo log, quando se adotou a concentração de 31 mg/L, por 

período de exposição de 25 min. Tal comportamento pode estar relacionado ao diâmetro do 

glóbulo de gordura. 

 O substrato LIH é caracterizado por passar pelo processo de homogeneização, 

durante o qual ocorre redução do tamanho dos glóbulos de gordura e consequente aumento da 

área superficial, conforme apresentado por Berton et al., (2012). A redução no tamanho dos 

glóbulos de gordura e aumento da área superficial pode ter influenciado no processo de 

decomposição do ozônio e consequentemente na inativação dos microrganismos. A 

estabilidade do ozônio em meio aquoso é variável e influenciada pelo pH, pela temperatura e 

pela presença de matéria orgânica. O gás pode oxidar os compostos ou espontaneamente 

decompor-se em oxigênio e radicais livres. Os mecanismos de decomposição do ozônio são 

processos complexos, que dependem de fatores como os tipos de radicais formados em 

solução e o tipo de matéria orgânica presente (LANGLAIS et al., 1991). 

 No processo de ozonização, a natureza dos compostos orgânicos presentes no 

meio determinará a reatividade com o gás. Compostos com grupos funcionais específicos, 

como anéis aromáticos e hidrocarbonetos insaturados, são propensos ao ataque do ozônio, já 

outros como hidrocarbonetos saturados, álcoois e aldeídos, são considerados resistentes. 

  Nesse sentido, a composição química do meio determina a reatividade 

potencial do ozônio. Em meio aquoso, o ozônio dissolvido se destaca por ser instável 

(BELTRAN, 2005). Ainda, de acordo com esse autor, existem dois períodos distintos na 

decomposição do ozônio. No primeiro, denominado de demanda rápida de ozônio, que varia 
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apenas de alguns segundos até 2 min, ocorre consumo muito rápido do gás; durante o segundo 

período, a decomposição do ozônio ocorre lentamente, iniciando quando as substâncias 

orgânicas são degradadas ou suas concentrações diminuem.  

 Assim, a inexpressiva redução na contagem de Lb. sakei nos substratos 

orgânicos LINH e LIH também pode estar relacionada à rápida decomposição do ozônio. 

Nesse contexto, provavelmente ocorreu rápida decomposição do ozônio nos substratos, o que 

implicou na inexpressiva redução na contagem do microrganismo. Esse resultado deve ser 

considerado interessante, pois esse microrganismo é amplamente utilizado em processos 

fermentativos de diversos alimentos (ESPÍRITO SANTO et al., 2003; SOUZA et al., 2006; 

AFONSO, 2014).  

  As características físico-químicas dos substratos avaliados não foram alteradas 

em decorrência do processo de ozonização nas concentrações de 21 e 31 mg/L por até 25 min, 

exceto no substrato LINH. Resultados semelhantes foram obtidos em pesquisa realizada por 

Santos (2013), uma vez que análises físico-químicas não apresentaram alterações 

significativas nos parâmetros do leite cru que foi submetido à ozonização a uma concentração 

de 3 mg/L por 0,75 min, 1,5 min. Entretanto houve significativa redução de gordura, extrato 

seco desengordurado, lactose, densidade e proteína apenas no binômio 18 mg/L por 10 

minutos. 
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5. CONCLUSÃO 

 

A eficiência do ozônio no controle de microrganismos indicadores da qualidade 

higiênica e sanitária como E. coli está diretamente relacionada à composição e à quantidade 

de matéria orgânica presente no substrato, sendo necessária prévia remoção.   

A maior resistência ao ozônio demonstrada por Lactobacillus sakei subsp. sakei 

indica que a atividade de bactérias ácido láticas inoculadas em substrato orgânico, não é 

significativamente afetada pelo gás, nas condições avaliadas.  

A aplicação do gás ozônio em concentrações de até 31 mg/L por 25 min, não causa 

alterações nos principais componentes do leite.  
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EFEITOS DA APLICAÇÃO DIRETA E INDIRETA DE OZÔNIO SOBRE 

ESCHERICHIA COLI O157:H7 INOCULADA EM DIFERENTES SUBSTRATOS. 

 
 

RESUMO 

 

O ozônio é utilizado em função de sua comprovada capacidade de inativar diversos 

microrganismos. Entretanto, ainda são poucos os trabalhos que avaliem a interferência de 

substratos orgânicos na ação do ozônio sobre patógenos, assim como a eficácia da aplicação 

direta do gás e indireta, por meio de contato com a água ozonizada. As infecções pela bactéria 

patogênica Escherichia coli O157:H7 podem evoluir para quadros graves, pelo 

desenvolvimento da síndrome hemolítica urêmica e serem responsáveis pela alta taxa de 

mortalidade nos indivíduos acometidos. O objetivo da pesquisa foi avaliar a interferência da 

composição de substratos orgânicos na eficiência do ozônio gasoso sobre Escherichia coli 

O157:H7 e a eficácia da água ozonizada armazenada refrigerada sobre essa espécie. As cepas 

de E. coli O157:H7(ATCC® 43890™) foram inoculadas em leites de diferentes composições: 

integral homogeneizado com lactose, integral homogeneizado sem lactose, desnatado 

homogeneizado com lactose, desnatado homogeneizado sem lactose e, integral sem 

homogeneização. Como parâmetro de comparação, foram avaliados os mesmos tratamentos 

em água. O ozônio gasoso foi utilizado nas concentrações de 21 e 31 mg/L por 0, 5, 15 e 25 

min. Para a obtenção da água ozonizada, a concentração do gás foi de 31 mg/L e o período de 

exposição de 15 min. Adotou-se período de contato de 5 min, na avaliação da eficácia da água 

ozonizada e estocada sob refrigeração (7
o
C ±1

o
C) por 0; 0,5; 1,0; 1,5; 3,0 e 24 h, no controle 

de E. coli O157:H7. Para as contagens foi utilizado o meio Violet Red Bile (VRB). Adotou-se 

o Delineamento Inteiramente Casualizado, com três repetições.  Verificou-se, a partir dos 

resultados obtidos, que a composição dos substratos orgânicos interfere na ação do ozônio 

sobre E. coli O157:H7, nas diferentes combinações de concentração do gás e período de 

exposição. Quando se avaliou a ação do ozônio sobre E. coli O157:H7 em substrato 

orgânicos, as maiores reduções foram no leite desnatado homogeneizado sem lactose onde 

obtidas reduções em torno de 1,5 ciclos log, para períodos de exposição de 25 min, nas 

concentrações do ozônio testadas. Por outro lado, nos substratos leite integral homogeneizado 

com lactose e leite desnatado homogeneizado com lactose, as reduções na contagem de E. coli 

O157:H7 permaneceram inferiores a 0,40 ciclo log, em todas as combinações de concentração 

do ozônio e períodos de exposição ao gás. Obteve-se a máxima redução possível, levando-se 

em consideração o inóculo inicial e a técnica de quantificação adotada, quando utilizada a 

água como substrato. No que se refere à eficácia da água ozonizada na inativação de E. coli 

O157:H7 por período de contato de 5 min, obteve-se redução de aproximadamente 4,5 ciclos 

log para todos os períodos de armazenamento refrigerado. Concluiu-se que a ação do ozônio 

sobre E. coli O157:H7 é influenciada pela composição dos substratos orgânicos diminuindo a 

sua eficácia como sanitizante e reforçando a necessidade de remoção adequada de matéria 

orgânica nos processos de limpeza e que, a água ozonizada refrigerada por até 24 h é eficaz 

no controle de E. coli O157:H7, podendo representar uma alternativa a outros sanitizantes. 

 

Palavras-chave: leite, ozonização, sanitização, higienização de equipamentos, biofilmes. 
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EFFECTS OF THE DIRECT AND INDIRECT APPLICATION OF OZONE ON 

ESCHERICHIA COLI O157: H7 INOCULATED IN DIFFERENT SUBSTRATES. 
 

 

ABSTRACT 

 

Ozone is used because of its proven ability to inactivate various microorganisms. However, 

there are still few studies that evaluate the interference of organic substrates in the action of 

ozone on pathogens, as well as the effectiveness of direct and indirect gas application through 

ozonated water. Escherichia coli O157: H7 infections can progress to severe conditions by the 

development of hemolytic uremic syndrome and be responsible for the high mortality rate in 

the affected individuals. The objective of this research was to evaluate the interference of 

organic substrate composition on the efficiency of ozone gas over Escherichia coli O157: H7 

(ATCC® 43890 ™) and the efficacy of refrigerated stored ozonated water on this species. 

The strains of E. coli O157: H7 were inoculated in different types of milk: homogenized 

integral with lactose, homogenized integral without lactose, skimmed homogenized with 

lactose, skimmed homogenized without lactose and, integral without homogenization. As a 

parameter of comparison, the same treatments in water were evaluated. Gaseous ozone was 

used at concentrations of 21 and 31 mg/L for 0, 5, 15 and 25 minutes. To obtain ozonated 

water, the gas concentration was 31 mg/L and the exposure period was 15 min. A 5-minute 

contact period was used to evaluate the efficacy of ozonated water stored under refrigeration 

(7oC ± 1oC) by 0; 0.5; 1.0; 1.5; 3.0 and 24 h in the control of E. coli O157: H7. Violet Red 

Bile medium (VRB) was used for the counts. We adopted a completely randomized design 

with three replicates. It was verified from the obtained results that the composition of the 

organic substrates interferes in the action of the ozone on E. coli O157: H7, in the different 

combinations of gas concentration and exposure period. When the action of ozone on E. coli 

O157: H7 on organic substrates was evaluated, the greatest reductions were in non-lactose 

homogenized skim milk. In non-lactose homogenized skim milk, reductions of 1.5 log cycles 

were obtained for 25 min exposure periods at the tested ozone concentrations. On the other 

hand, on the substrates homogenized milk with lactose and skim milk homogenized with 

lactose, the reductions in the E. coli O157: H7 count remained below 0,40 log cycles, in all 

combinations of ozone concentrations and exposure periods to gas. The maximum possible 

reduction was obtained, taking into account the initial inoculum and the technique of 

quantification adopted, when water was used as substrate. Regarding the efficacy of ozonated 

water in the inactivation of E. coli O157: H7 per contact period of 5 minutes, a reduction of 

approximately 4.5 log cycles was obtained for all periods of refrigerated storage. It was 

concluded that the action of ozone on E. coli O157: H7 is influenced by the composition of 

the organic substrates reducing their effectiveness as sanitizing agent and reinforcing the need 

for adequate removal of organic matter in the cleaning processes and that ozonated water 

cooled by up to 24 hours is effective in the control of E. coli O157: H7, and may represent an 

alternative to other sanitizers. 

 

Keywords: milk, ozonization, sanitization, equipment hygiene, biofilms. 
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1.INTRODUÇÃO 

 

  Pertencente à família Enterobacteriaceae, o gênero Escherichia compreende as 

espécies E. coli, E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii, E. vulneris. No entanto, a espécie de 

importância é E. coli (CAMPOS e TRABULSI, 2002). E. coli é uma bactéria Gram negativa e 

uma das principais constituintes da microbiota intestinal de humanos e de animais. Acredita-

se que a maioria dos sorotipos de E. coli seja desprovida de qualquer fator de virulência, 

entretanto algumas cepas adquiriram, durante o processo evolutivo, diferentes conjuntos de 

genes que lhes conferiram a capacidade de ocasionar doença, fato que determina a grande 

versatilidade patogênica da espécie (CHERNAKI-LEFFER et al., 2002). 

As EHEC ou E. coli produtoras de toxina Shiga (STEC) são também chamadas 

de E. coli verotoxigênicas ou, produtoras de verotoxinas (VTEC) e compõem um importante 

grupo de patógenos emergentes transmitidos por alimentos (BEUTIN et al., 2002; BLANCO 

et al., 2003; BOSILEVAC e KOOHMARAIE, 2011; PIANCIOLA et al., 2014).  

De acordo com o Centers for Disease Control and Prevention (CDC) A maioria 

dos surtos causados por E. coli O157:H7 tem sido relacionada, principalmente, ao consumo 

de carne moída mal cozida (CDC, 2014). No entanto, atualmente, surtos envolvendo 

alimentos não cárneos como leite e seus derivados não pasteurizados; sucos de frutas não 

pasteurizados; alface; espinafre; legumes crus e brotos de semente também tem sido relatados 

(LUND e O’BRIEN, 2009; FENG et al., 2011; LIU et al., 2015). 

  Dentre os sanitizantes empregados na indústria de alimentos, predominam os à 

base de cloro e compostos clorados (NASCIMENTO et al., 2003; CHEN e ZHU, 2011; 

CHEN et al., 2013). A facilidade do uso, o baixo custo, a atividade antimicrobiana e a 

completa dissolução em água, fazem com que os agentes clorados sejam frequentemente 

utilizados como sanitizantes na indústria alimentícia (SELMA et al., 2008; NASCIMENTO et 

al., 2003; SHEN et al., 2012).  
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Considerando a importância da etapa de sanitização, o estudo de métodos e/ou 

agentes alternativos devem receber atenção especial. O ozônio apresenta-se como uma opção 

que pode ser utilizada com diferentes objetivos, dentre eles, a remoção de partículas aderidas 

a superfícies e a inativação de microrganismos. Essa tecnologia associada à sanitizantes 

permite maior redução da contaminação microbiana de alimentos (CHEMAT et al., 2011; 

CAVALCANTE et al., 2014; CAVALCANTE et al., 2015). 

  Como sanitizante, o ozônio atua primeiramente na membrana celular reagindo 

com glicoproteínas ou glicolipídeos. Além disso, promove a oxidação das organelas 

citoplasmáticas e do DNA no núcleo, degradando purinas e pirimidinas do DNA que resulta 

na morte celular (MACEDO, 2004). É efetivo em baixas concentrações e necessita de 

pequeno tempo de contato para inativar bactérias, fungos, leveduras, parasitas e vírus (KIM et 

al, 1999).  

Embora o ozônio produza a inativação de vários microrganismos, ainda são 

necessários estudos que elucidem a sua eficácia na eliminação de E. coli O157:H7, além da 

determinação da concentração e da forma de aplicação, mais adequadas. Diante do exposto 

objetivou-se conhecer os efeitos da aplicação direta do ozônio sobre E. coli O157:H7 

inoculada em diferentes substratos e a ação indireta a partir da água ozonizada de forma a 

avaliar o seu potencial como sanitizante, para possíveis uso em plantas de processamento de 

alimentos. 
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2. MATERIAIS E MÉTODOS 

A presente pesquisa foi realizada nos Laboratórios de Análises de Leite e 

Derivados e de Pré-Processamento e Armazenamento de Produtos Agrícolas, localizados na 

Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinária, da Universidade de Brasília, no período de 

janeiro de 2014 a agosto de 2016. Nos dois estudos foi utilizada a cepa E. coli O157:H7 

(ATCC® 43890™) cedida pelo Laboratório de Inspeção de Produtos de Origem Animal, da 

Universidade Federal de Viçosa, MG, e mantida a -80
o
C.  As análises foram realizadas na 

capela de fluxo laminar, utilizando-se de todos os equipamentos de proteção. Antes de cada 

inoculação a cepa foi recuperada em Caldo Tripticase de Soja (TSB) (Bacto™) com 

incubação a 35
o
C por 24 horas e após, semeada em Ágar Tripticase de Soja enriquecido com 

extrato de levedura (TSA-YE) (Kasvi®) e também, incubada a 35°C por 24 horas. 

2.1. EXPERIMENTO I 

  Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da aplicação direta de ozônio 

no desenvolvimento de E. coli O157:H7 inoculada em substratos orgânicos e em água.  

2.1.1. Substratos orgânicos 

                    

 Como substratos orgânicos foram utilizados: Leite Integral Não 

Homogeneizado (LINH); Leite Integral Homogeneizado (LIH); Leite Desnatado (LD); Leite 

Desnatado Zero Lactose (LDZL); Leite Integral Zero Lactose (LIZL), obtidos de 

estabelecimentos comerciais, que foram esterilizados laboratorialmente, como forma de 

garantir a eliminação de qualquer outro microrganismo e resfriados antes das inoculações. 

Todos os procedimentos também foram conduzidos em água destilada utilizada como 

parâmetro de comparação. 
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2.1.2. Preparo dos inóculos 

 

Colônias desenvolvidas no TSA-YE foram inoculadas em solução salina 0,85% 

de forma a obter-se grau de turvação correspondente ao tubo 1 da escala nefelométrica de 

McFarland (Nefelobac®, Probac do Brasil), contendo aproximadamente 3,0 x 10
8
 UFC/mL. 

A partir desse inóculo, 9,0 mL eram transferidos para balão volumétrico contendo 91 mL de 

cada substrato, como forma de se obter contagens aproximadas de 10
6 

UFC/mL; após, 3,0 mL 

eram inoculados em 297 mL do substrato de forma a se obter aproximadamente 10
4
 UFC/mL 

(inóculo mãe).  

 

2.1.3. Aplicação do ozônio  

 

 O gás ozônio foi obtido por meio de um gerador de ozônio (Modelo O&L 3.0-

O2 RM, da Ozone & Life®) baseado no método de Descarga por Barreira Dielétrica que é 

produzido ao aplicar uma alta tensão entre dois eletrodos paralelos, tendo entre eles um 

dielétrico (vidro) e um espaço livre por onde flui o ar seco. Neste espaço é produzida uma 

descarga em forma de filamentos, que gera elétrons com energia suficiente para produzir a 

quebra das moléculas de oxigênio (O2), formando o ozônio (O3). O insumo de oxigênio é 

obtido por concentrador de oxigênio acoplado ao gerador de ozônio.  

A concentração de ozônio foi determinada pelo método iodométrico, descrito 

por Clesceri et al. (2000), onde o borbulhamento de massa gasosa contendo ozônio em 50 mL 

de solução de iodeto de potássio (KI) 1 N, produz iodo (I2). Para isso é necessário acidificar o 

meio com 2,5 mL de ácido sulfúrico (H2SO4) 1 N, depois do borbulhamento. A solução foi 

titulada com tiossulfato de sódio (Na2S2O3) 0,01 N, com uso de solução de amido 1% como 

indicador. 

 Cada amostra de substrato foi transferida para uma coluna de vidro, com 

capacidade de 500 mL, tendo 19 cm de altura e 6,0 cm de diâmetro. Antes da ozonização de 

cada amostra, a coluna de vidro foi sanitizada, com borbulhamento do próprio gás ozônio em 

água, por cinco minutos. Foi instalado o destruidor térmico catalítico depois da coluna de 

ozonização, necessária para decomposição do ozônio residual. 
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2.1.4.  Binômios de concentração de ozônio x tempo de exposição  

 

 A partir de resultados obtidos em estudos anteriores desenvolvidos pelo grupo 

de pesquisa dos laboratórios envolvidos (SANTOS, 2013; COUTO et al., 2016) e por 

Sheelamary e Muthukumar, 2011, foram aplicadas as concentrações de 21 mg/L e de 31 

mg/L, nos tempos de zero, cinco, quinze e vinte e cinco minutos para o microrganismo 

testado. Cada tratamento foi conduzido em triplicata. 

2.1.5. Análises microbiológicas dos substratos inoculados  

 

Para as semeaduras, foram realizadas diluições decimais seriadas, a partir do 

inóculo mãe (aproximadamente 10
4
 UFC/mL). As contagens de E. coli O157:H7 (ATCC® 

43890™), antes e após o processo de ozonização, foram realizadas por meio da semeadura de 

0,1 mL em superfície, em ágar Violet Red Bile (VRB) (Acumedia®) com incubação a 35°C 

por 24 horas. Os resultados das contagens foram convertidos em log10.  

2.1.6. Análises físico-químicas 

 

As amostras foram analisadas quanto aos teores de proteína, lactose, gordura, 

sólidos não gordurosos e densidade por meio de equipamento ultrassonico EKOMILK 

(Ekomilk Total®). 

2.1.7. Delineamento Experimental 

 

 Nessa etapa, que trata da avaliação da eficácia do ozônio gasoso no controle de 

Escherichia coli O157:H7, adotou-se o Delineamento Inteiramente Casualizado, em esquema 

em fatorial 2 x 6 x 4, sendo duas concentrações do ozônio (21 e 31 mg/L), seis substratos 

(LINH, LIH, LD, LDZL, LIZL e água) e quatro períodos de exposição ao gás (0, 5, 15 e 25 

minutos), sendo cada ensaio conduzido em três repetições.  

Foi realizada análise de variância a 5% de probabilidade, utilizando-se o software 

ASSISTAT 7.7 BET. Posteriormente realizou-se teste de média, utilizando-se o Teste de 

Tukey a 5% de probabilidade ou análise de regressão. Análise de regressão foi adotada 

quando se avaliou o efeito do período de ozonização. Utilizou-se o software SigmaPlot na 

obtenção das equações de regressão e na plotagem dos gráficos.  
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2.2. EXPERIMENTO II 

 

Esse estudo objetivou avaliar o efeito da aplicação indireta de ozônio, a partir 

da água destilada ozonizada refrigerada e estocada por até 24 horas, sobre o desenvolvimento 

de E. coli O157:H7 (ATCC® 43890™), de forma a estabelecer seu potencial como solução 

sanitizante de circulação, para uso em plantas de processamento de alimentos. 

 

 

2.2.1. Preparo dos inóculos 

 

Colônias de E. coli O157:H7 desenvolvidas no TSA-YE foram inoculadas em 

solução salina 0,85% de forma a obter-se grau de turvação correspondente ao tubo 1 da escala 

nefelométrica de McFarland (Nefelobac®, Probac do Brasil), contendo aproximadamente 3,0 

x 10
8
 UFC/mL.  A partir desse inóculo foi retirado 1,0 mL e realizadas diluições decimais 

seriadas em solução salina a 0,85% até a obtenção do inóculo de aproximadamente, 10
4 

UFC/mL (inóculo mãe). 

 

2.2.2. Obtenção do ozônio, tratamento da água destilada ozonizada e inóculos 

 

O gás ozônio foi obtido conforme descrito em 2.1.3. Para obtenção da água 

ozonizada, foram autoclavados 2000 mL de água destilada, por 30 minutos a 121°C; após, a 

água foi transferida para coluna de vidro e ozonizada na concentração de 31 mg/L por 15 e 

mantidos sob refrigeração a 8°C ±1. Em seguida, 9,0 mL de água ozonizada foram pipetados 

em tubos de ensaio esterilizados para a realização das inoculações que corresponderam 

tratamentos abaixo descritos. O tempo de contato dos inóculos com a água destilada 

ozonizada foi de cinco minutos.  

- T0 = 1,0 mL de inóculo + 9,0 mL de água destilada imediatamente após a ozonização; 

- T1 = 1,0 mL de inóculo + 9,0 mL de água destilada ozonizada e refrigerada por 30 min;  

- T2 = 1,0 mL de inóculo + 9,0 mL de água destilada ozonizada e refrigerada por 60 min;  

- T3 = 1,0 mL de inóculo + 9,0 mL de água destilada ozonizada e refrigerada por 90 min;  

- T4 = 1,0 mL de inóculo + 9,0 mL de água destilada ozonizada e refrigerada por 180 min;  

- T5 = 1,0 mL de inóculo + 9,0 mL de água destilada ozonizada e refrigerada por 24 h;  
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2.2.3. Mensuração do ozônio residual na água 

 

 A quantificação do ozônio dissolvido na água foi realizada em fotômetro SAM 

Chemetrics, Modelo I-2019, com faixa de medição de 0,2 a 5,0 mg/L. 

2.2.4. Contagens microbiológicas 

 

Para as contagens de E. coli O157:H7 inoculada em água destilada ozonizada,  

as semeaduras foram realizadas em superfície (0,1 mL) em ágar VRB com incubação a 35°C 

por 24 horas. Os resultados das contagens foram convertidos em log10. 

2.2.5. Delineamento Experimental 

 

 Na segunda etapa, na qual se avaliou a eficácia da água ozonizada no controle 

de E. coli O157:H7, variou-se somente o período de armazenamento da água ozonizada (0; 

0,5; 1,0; 1,5; 3,0 e 24 h). Utilizou-se estatística descritiva na apresentação e análise dos dados. 
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3.RESULTADOS  

 

 De acordo com a Análise de Variância, houve variação significativa (p<0,01) 

na redução da contagem de E. coli O157:H7 em decorrência da interação tripla entre 

concentração do ozônio, leite com diferentes composições e período de exposição ao gás 

(Tabela 7).  

Tabela 7.  Resumo da análise de variância referente à redução na contagem de Escherichia 

coli O157:H7 (log N0/N) em leite com diferentes composições ozonizados nas concentrações 

de 21 e 31 mg L-1, por períodos de 0, 5, 15 e 25 min 

Fonte de variação Grau de Liberdade Quadrado Médio 

Concentração (C) 1 0,0379ns 

Substrato (S) 5 28,5922** 

Tempo (T) 3 10,8131** 

C x S 5 0,0133 ns 

C x T 3 0,0053ns 

S x T 15 3,3148** 

C x S x T 15 0,0029** 

Tratamentos 47 4,7933 

Resíduo 96 0,0099 

CV(%)  12,57 

  

Legenda: ** significativo ao nível de 1% de probabilidade (p < 0,01).         
ns

 não significativo ao nível de 5% de probabilidade (p < 0,05).                             

Encontram-se, na Tabela 8, os valores médios relativos à redução na contagem de E. 

coli O157:H7 em ciclos log, quando se avaliaram diferentes combinações de substratos e 

períodos de exposição ao ozônio em função da concentração do gás. Não houve aumento 

significativo (p<0,05) na redução da contagem de E. coli O157:H7 com o aumento da 

concentração do ozônio, exceto no substrato LIZL combinado com período de ozonização de 

5 min.  
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Tabela 8. Valores médios referentes à redução na contagem Escherichia coli O157:H7 (log 

N0/N) em diferentes combinações de substrato e Período de exposição (P) nas concentrações 

(C) do ozônio de 21 e 31 mg/L. 

 S x P (min) 
C (mg/L) 

S x P (min) 
C (mg/L) 

21 31 21 31 

LINH/5 0,24±0,04a 0,26±0,06a LDZL/5 0,66±0,12a 0,78±0,09a 

LINH/15 0,38±0,10a 0,41±0,11a LDZL/15 0,82±0,23a 0,86±0,07a 

LINH/25 0,89±0,17a 0,96±0,31a LDZL/25 1,53±0,34a 1,54±0,23a 

LIH/5 0,23±0,02a 0,23±0,04a LIZL/5 0,27±0,02b 0,46±0,09a 

LIH/15 0,20±0,04a 0,30±0,05a LIZL/15 0,44±0,07a 0,56±0,02a 

LIH/25 0,29±0,06a 0,38±0,09a LIZL/25 0,65±0,17a 0,73±0,06a 

LD/5 0,02±0,07a 0,01±0,01a AD/5 3,98±0,01a 3,95±0,04a 

LD/15 0,03±0,04a 0,03±0,02a AD/15 3,98±0,01a 3,94±0,04a 

LD/25 0,10±0,04a 0,11±0,05a AD/25 3,97±0,02a 3,90±0,02a 

 

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minúscula na linha não diferem estatisticamente pelo Teste 

de Tukey a 5% de probabilidade. 

LINH – Leite Integral Não Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD – Leite 

Desnatado; LDZL – Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL – Leite Integral Zero Lactose; AD – Água 

destilada. 

São apresentados, na Tabela 9, os valores médios de reduções em ciclos log na 

contagem de E. coli O157:H7 para diferentes combinações de concentração do ozônio e 

períodos de exposição ao gás em leite com diferentes composições. Verificou-se diferença 

significativa (p<0,05) em todas as combinações de concentração do ozônio e período de 

exposição ao gás em função do substrato utilizado. Obtiveram-se maiores reduções na 

contagem de E. coli O157:H7 quando se utilizaram como substratos água destilada e LDZL, 

com valores médios entre 3,90 e 3,98 ciclos log e entre 0,66 e 1,54 ciclos log, 

respectivamente. Nos substratos LIH e LD, as reduções na contagem de E. coli O157:H7 

permaneceram inferiores a 0,40 ciclo log em todas as combinações de concentração do ozônio 

e períodos de exposição ao gás. 
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Tabela 9. Valores médios referentes à redução na contagem Escherichia coli O157:H7 (log 

N0/N) em diferentes combinações de concentração do gás (C) e Período de exposição (P) em 

leite com diferentes composições 

C 

(mg/L) x P (min) 

Substrato 

LINH LIH LD LDZL LIZL AD 

21/5 0,24±0,04cd 0,23±0,02cd 0,02±0,07d 0,66±0,12b 0,27±0,02c 3,98±0,01a 

21/15 0,38±0,10cd 0,20±0,04de 0,03±0,04e 0,82±0,23b 0,44±0,07c 3,98±0,01a 

21/25 0,89±0,17c 0,29±0,06d 0,10±0,04d 1,53±0,34b 0,65±0,17c 3,97±0,02a 

31/5 0,26±0,06c 0,28±0,04c 0,01±0,01d 0,78±0,07b 0,46±0,09c 3,95±0,04a 

31/15 0,41±0,11cd 0,30±0,05d 0,03±0,02e 0,86±0,23b 0,56±0,02c 3,94±0,04a 

31/25 0,96±0,31c 0,38±0,09d 0,11±0,05e 1,54±0,09b 0,73±0,06c 3,90±0,02a 

 

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minúscula linha não diferem estatisticamente pelo Teste de 

Tukey a 5% de probabilidade. 

LINH – Leite Integral Não Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD – Leite 

Desnatado; LDZL – Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL – Leite Integral Zero Lactose; AD - Água 

destilada. 

 

Na Figura 5 são apresentadas as curvas de regressão referentes à redução na 

contagem de E. coli O157:H7 em decorrência da ozonização, em leite com diferentes 

composições e nas concentrações de 21 e 31 mg/L, em função do período de ozonização. A 

redução foi mais acentuada à medida que se elevou o período de exposição ao ozônio quando 

foi utilizada água como substrato. Nos substratos que continham matéria orgânica, esse 

comportamento foi mais acentuado no substrato LDZL. Apresentam-se na Tabela 10 as 

equações de regressão ajustadas referentes à redução na contagem de E. coli O157:H7 (log 

N0/N) em função do período de exposição ao ozônio, em leite com diferentes composições e 

nas concentrações de 21 e 31 mg/L, e seus respectivos coeficientes de determinação. 
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Figura 5. Redução na contagem de Escherichia coli O157:H7 (log N0/N) em diferentes 

substratos nas concentrações de 21 mg/L (A) e 31 mg/L (B) em função do período de 

exposição ao ozônio. 

Legenda: LINH – Leite Integral Não Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD – 

Leite Desnatado; LDZL – Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL – Leite Integral Zero Lactose; AD 

Água destilada. 
 

Tabela 10.  Equações de regressão ajustadas da redução na contagem de Escherichia coli 

O157:H7 (log N0/N) em função do período de exposição ao ozônio, em leite com diferentes 

composições nas concentrações de 21 e 31 mg/L, e seus respectivos coeficientes de 

determinação 

Concentração do 

ozônio (mg/L) 
Substrato Equações ajustadas R

2
 

21 

LINH x0,0330,007y 


 0,95 

LIH x,,y 00900770 


 0,64 

LD x,,y 00400050 


 0,88 

LDZL x,,y 05401440 


 0,91 

LIZL x,,y 02400690 


 0,95 

AD  ̂                   )) 0,99 

31 

LINH 0,036x0,007y 


 0,95 

LIH x,,y 01201020 


 0,68 

LD x,0,012y 0040


 0,89 

LDZL x,0,201y 0530


 0,87 

LIZL x,,y 02501570 


 0,79 

AD  ̂                   )) 0,99 

 

Legenda: LINH – Leite Integral Não Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD – 

Leite Desnatado; LDZL – Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL – Leite Integral Zero Lactose; AD  

Água destilada. 

 

 É importante ressaltar que quando o substrato ozonizado foi água, 

independentemente da concentração do ozônio, obteve-se máxima redução detectável na 

contagem de E. coli O157:H7, com 5 min de exposição gás, tendo em vista o inóculo inicial. 
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 Na Tabela 11, encontram-se os valores relativos à concentração do ozônio 

dissolvido na água armazenada na temperatura de 8ºC por até 24 h. São apresentados também 

a temperatura da água no momento de cada medição da concentração do ozônio. A 

concentração do ozônio residual permaneceu na faixa entre 1,97 e 0,82 mg/L durante o 

período de armazenamento da água ozonizada na temperatura de 8ºC. Ressalta-se que houve 

variação da temperatura da água ozonizada durante o armazenamento. Tal variação pode ser 

justificada pelo fato de que a ozonização da água foi realizada em ambiente com temperatura 

em torno de 20ºC. Dessa forma, durante esse processo ocorreu aumento da temperatura da 

água para 14ºC.  Salienta-se que a temperatura da água antes da ozonização era de 8ºC.  

 

Tabela 11. Valores médios de concentração do ozônio dissolvido e da temperatura em água 

armazenada a 8ºC, por 24 horas. 

Variáveis 
Período de armazenamento da água ozonizada (h) 

0 0,5 1,0 1,5 3,0 24 

Concentração (mg/L) 1,45 1,97 1,71 1,78 1,67 0,82 

Temperatura (ºC) 14 12,0 11,0 11,0 9,5 8,0 

 

 No que se refere à eficácia da água ozonizada na inativação de E. coli 

O157:H7, por período de exposição de 5 min, verificou-se redução de aproximadamente 4,50 

ciclos log. Esse resultado foi obtido para todos os períodos de armazenamento da água 

ozonizada na temperatura de 8ºC ±1, com concentrações de ozônio dissolvido na faixa entre 

0,82 e 1,97 mg/L (Tabela 11). Ressalta-se que a redução na contagem de E. coli O157:H7 de 

4,50 ciclos log foi a máxima possível de ser obtida, levando-se em consideração o inóculo 

inicial. 
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4. DISCUSSÃO 

 

 O ozônio gasoso foi capaz de reduzir a contagem de E. coli O157:H7. Todavia 

a redução na contagem dos microrganismos foi menor nos substratos que continham matéria 

orgânica, nas diferentes combinações de concentração do gás e período de exposição. 

Enquanto que em água destilada (AD), foi possível obter reduções superiores a 3,9 ciclos log, 

em todas as combinações de concentração do gás e período de exposição, nos substratos LIH 

e LD, as reduções permaneceram inferiores a 0,4 ciclo log. 

 Podem ser encontrados na literatura diversos trabalhos nos quais se avalia a 

eficácia do ozônio gasoso como agente para controle de microrganismos. O ozônio possui 

amplo espectro antimicrobiano (KHADRE et al., 2001) e cada espécie de microrganismo 

possui sensibilidade inerente ao gás (CULLEN et al., 2009). A ozonização tem sido testada no 

controle de fungos, bactérias Gram negativas e Gram positivas e vírus (RESTAINO et al., 

1995; TANAKA et al., 2009; ZOTTI et al., 2009; SUNG et al., 2014; SANCHEZ et al., 

2016).  

 A inativação de microrganismos pelo ozônio é um processo complexo que 

ocorre devido à ruptura do envoltório celular e posterior dispersão dos constituintes 

citoplasmáticos, uma vez que esse gás apresenta elevado potencial oxidativo (CULLEN et al., 

2009). O ozônio é capaz de reagir com diversos constituintes celulares, tais como proteínas, 

ácidos graxos insaturados, peptideoglicanos da parede celular, enzimas e ácidos nucléicos 

(KHADRE et al., 2001). Em meio aquoso, a inativação dos microrganismos é atribuída ao 

ozônio molecular e aos radicais hidroxila, hidroperoxila e superóxido, gerados a partir da sua 

decomposição, segundo MANOUSARIDIS (et al., 2005). Todavia, ainda não foi elucidado 

qual mecanismo é o mais determinante (CULLEN et al., 2009). 

 Dentre os fatores que afetam a ação do ozônio sobre os microrganismos, 

destacam-se o pH, temperatura e a composição do meio. Em se tratando de meio rico em 

compostos orgânicos, têm-se que essas substâncias podem competir com os microrganismos 

pelo ozônio (KHADRE et al., 2001). Isso justifica a maior eficácia na inativação dos 
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microrganismos pelo ozônio nos substratos menos ricos em matéria orgânica. Nos substratos 

orgânicos, a maior eficácia na inativação de E. coli O157:H7 foi obtida no substrato LDZL, 

caracterizado por possuir reduzidos teores de gordura e lactose. Nesse substrato, as máximas 

reduções na contagem de E. coli O157:H7 foram de 1,53 e 1,54 ciclos log, quando se 

adotaram as concentrações de 21 e 31 mg/L, por 25 min. Esses resultados estão de acordo 

com os obtidos por RESTAINO et al. (1995), que avaliaram a eficácia do ozônio na 

inativação de bactérias Gram positivas e Gram negativas, leveduras e fungos em água 

contendo ou não amido e albumina do soro bovino. Os autores observaram efeito significativo 

da presença de matéria orgânica na inativação dos microrganismos. GUZEL-SEYDIM et al. 

(2004), estudaram o efeito da presença de gordura, proteínas e carboidratos na inativação de 

Bacillus stearothermophilus, E. coli e S. aureus pelo ozônio. Os constituintes que 

promoveram maior efeito de proteção nos microrganismos forma creme de leite e caseínato. 

  Resultados semelhantes foram obtidos por CHOI et al. (2012), em suco de 

maçã com diferentes teores de sólidos solúveis. O ozônio foi capaz de inativar E. coli 

O157:H7, Salmonella typhimurium e Listeria monocytogenes, mas a eficácia da ozonização 

foi dependente do teor de sólidos solúveis no suco de maçã. 

 Outro fator que deve ser mencionado e que afeta a eficácia do ozônio sobre 

microrganismos é o efeito da presença de compostos orgânicos na decomposição do gás. O 

ozônio se destaca por ser instável tanto na fase gasosa quanto dissolvido em água 

(MANOUSARIDIS et al., 2005). Em água destilada, a meia vida do ozônio a 20ºC permanece 

na faixa entre 20 e 30 min (KHADRE et al., 2001). Em meios mais ricos em matéria orgânica, 

é esperada decomposição mais rápida do ozônio e consequentemente menor eficácia na 

inativação dos microrganismos. BELTRÁN (2005), afirma que em meio aquoso contendo 

matéria orgânica, incialmente há rápido consumo do ozônio. À medida que ocorre degradação 

dos compostos orgânicos, a decomposição do ozônio se torna mais lenta. Nesse contexto, no 

presente trabalho, a rápida decomposição do ozônio nos substratos mais ricos em matéria 

orgânica justifica a menor eficácia do gás na inativação dos microrganismos. 

 É importante destacar a diferença significativa observada na inativação de E. 

coli O157:H7 quando se comparou o efeito do ozônio nos substratos LINH e LIH, nas 

concentrações de 21 e 31 mg/L e 25 min de período de exposição. No substrato LINH, 

obtiveram-se reduções equivalentes a 0,86 e 0,96 ciclo log, para concentrações de 21 e 31 

mg/L, respectivamente, enquanto que no substrato LIH, as reduções foram de 0,29 e 0,39 

ciclo log, para concentrações de 21 e 31 mg/L, respectivamente. Tais diferenças podem ser 

atribuídas à diferença no tamanho dos glóbulos de gordura nos substratos. O substrato LIH 
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equivale a leite que passou previamente por processo de homogeneização, o que acarreta na 

redução do tamanho dos glóbulos de gordura e consequentemente aumento da área superficial 

(BERTON et al., 2012). O substrato LINH não passou por processo de homogeneização, 

apresentando dessa forma maiores glóbulos de gordura. A gordura de leite é sintetizada como 

glóbulos de 0,1 a 15µm por células da glândula mamária (GRAVES et al., 2007). Então, é 

possível inferir que maior área superficial dos glóbulos de gordura no substrato LIH 

ocasionou degradação mais acelerada do ozônio, o que justifica a menor eficácia do gás na 

inativação de E. coli O157:H7. 

 Ressalta-se que a ozonização não afetou as características físico-químicas dos 

substratos avaliados nas concentrações de 21 e 31 mg/L por até 25 min. Esses resultados estão 

de acordo com os obtidos por SANTOS (2013), que não observou alterações significativas 

nos parâmetros do leite cru ozonizado na concentração de 3 mg/L por até 1,5 min. 

 Com relação à ação da água destilada ozonizada no controle de E. coli 

O157:H7, ressalta-se a elevada eficácia na inativação do microrganismo, mesmo depois de 

estocagem por 24 h, na temperatura de 8ºC ±1. Resultados semelhantes foram obtidos no 

presente trabalho quando se aplicou diretamente o ozônio em água destilada, nas 

concentrações de 21 e 31 mg/L, e período de exposição de 5,0 min. 

 Diversos autores avaliaram a eficácia da água ozonizada de microrganismos 

importantes deteriorantes e patogênicos de importância na indústria de alimentos, sendo 

obtidos resultados semelhantes ao do presente trabalho. MARI et al. (2003) observaram em 

seu estudo com peras, que a germinação de esporos dos fungos deteriorantes Penicillium 

expansum, Botrytis cinérea e Mucor piriformis foi inibido pelo tratamento com água 

ozonizada na concentração de 0,99 a 0,4 mg/L (ozônio dissolvido na água) durante 5 min, na 

temperatura de 20°C. BELTRAN et al. (2005), avaliaram o efeito da água ozonizada na 

manutenção da qualidade de alface e indicaram que o ozônio pode ser uma alternativa ao 

cloro para conservação do produto. INATSU et al., (2011) testaram água ozonizada como 

agente antimicrobiano no controle in vitro de várias espécies de bactérias, dentre as quais E. 

coli O157:H7, S. aureus, L. monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa. Os autores obtiveram 

redução de 7,4 ciclos log na contagem de E. coli O157:H7, para tempo de exposição de 3,0 

min e concentração do ozônio dissolvido na água de 5,44 mg/L, na temperatura de 25ºC. 

CAVALCANTE et al. (2014), testaram água ozonizada no controle de E. coli O157:H7 e B. 

subtilis e observaram reduções de 6,6 e 5,3 ciclos log, respectivamente, quando se adotou a 

concentração de ozônio de 1,0 mg/L e 1,0 min de contato. Pesquisa na qual se testou a água 

ozonizada, com concentração de ozônio dissolvido entre 0,9 e 3,2 mg/L e tempo de contato 
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entre 1 e 20 min, para a desinfecção e remoção de biofilme de P. fluorescence e P. aeruginosa 

foi realizada por TACHIKAWA et al. (2009). A taxa de sobrevivência de biofilmes de P. 

fluorescence foi de 1,0%, para concentração de ozônio na água entre 0,9 e 1,4 mg/L e período 

de exposição de 5 min. Quando se elevou a concentração de ozônio dissolvido na água para 

3,2 mg/L, a taxa de sobrevivência foi de 0,01 e 0,00002%, para período de exposição de 5 e 

20 min. 
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5.CONCLUSÃO 

 

A aplicação do gás ozônio não altera os principais componentes do leite.  

A aplicação direta e indireta de ozônio reduz as contagens de Escherichia coli 

O157:H7 (ATCC® 43890™) comprovando a sua eficiência.  

A eficácia da água ozonizada foi confirmada com obtenção de máxima 

redução. 

O ozônio representa uma alternativa eficaz aos sanitizantes tradicionais. 
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7. CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

A indústria do setor alimentício necessita cada vez mais de recursos para 

incrementar a tecnologia de processamento dos produtos, a fim de atender a demanda dos 

consumidores, requerendo padrões cada vez mais rigorosos de higiene e segurança alimentar. 

Do ponto de vista higiênico sanitário e econômico, há uma preocupação cada vez maior da 

indústria em estender o tempo de prateleira dos alimentos, mas para isso é necessário a 

implantação de inovações tecnológicas nos processos de limpeza e sanitização. 

Foi possivel demonstrar que a ozonização pode ser empregada no 

processamento de alimentos como uma alternativa ambientalmente adequada aos sanitizantes 

químicos, no controle de microrganismos deteriorantes e patogênicos, sem prejuízo das 

atividades metabólicas de microrganismos benéficos como as bactérias ácido láticas.  

Os dados gerados reafirmam o potencial antimicrobiano do ozônio e ampliam o 

horizonte de futuras e necessárias, pesquisas visando a sua utilização em todas as etapas de 

produção de alimentos.  

Na produção de leite e derivados, de forma mais específica, a partir de estudos 

já realizados pelo grupo de pesquisa vislumbra-se pesquisar a utilização do ozônio em 

sistemas de ordenha de várias espécies, a fim de contribuir com a melhoria da qualidade do 

leite produzido na região; a utilização do ozônio na fabricação de derivados do leite, em 

especial, nos processos de higienização de plantas de processamento e controle da qualidade 

do ar em câmaras de maturação e de estocagem, por exemplo. 

Acreditamos que ainda é necessário avaliar a ação do ozônio sobre os diversos 

microrganismos que podem estar presentes em alimentos incluindo os benéficos, de forma a 

avaliar a ação do gás sobre os seus metabolismos; assim como estudar a influência de outros 

componentes, inclusive de origem vegetal que possam estar presentes nos substratos ou em 

equipamentos de processamento de alimentos; ainda, buscar avaliar a eficiência na 

diminuição ou eliminação, de biofilmes em plantas de processamento de alimentos em 

diversas superfícies tais como, aço inoxidavel, vidro, plástico, e madeira.  
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Por fim, consideramos que esse e futuros estudos poderão contribuir para a 

melhoria da qualidade dos processos de produção de alimentos e consequentemente, com a 

saúde dos consumidores. 

 



116 
 

ANEXOS 

 

Tabela 1A. Valores médios referentes ao teor de lactose e de teor de proteínas em leite com diferentes composições (S) submetidos a ozonização 

em diferentes de concentração e período de exposição (P) 

Teor de lactose (%)  Teor de proteínas (%) 

S x P 

(min) 

Concentração (mg/L) 
S x P (min) 

Concentração (mg/L) 
 

S x P 

(min) 

Concentração (mg/L) 
 

S x P (min) 

Concentração  

(mg/L) 

21 31 21 31  21 31  21 31 

LINH/0 5,21±0,02Aa 5,21±0,02Aa LDZL/0 0,00±0,00 0,00±0,00  LINH/0 3,08±0,01Aa 3,08±0,08A LDZL/0 5,10±0,15 5,10±0,15 

LINH/5 5,41±0,01Aa 5,31±0,07Aa LDZL/5 0,00±0,00 0,00±0,00  LINH/5 3,11±0,01Aa 3,11±0,02Aa LDZL/5 5,25±0,52 5,33±0,64 

LINH/15 5,39±0,08Aa 5,07±0,18Ab LDZL/15 0,00±0,00 0,00±0,00  LINH/15 3,09±0,05Aa 2,88±0,13Bb LDZL/15 5,20±0,37 5,08±0,40 

LINH/25 5,39±0,02Aa 4,46±0,39Bb LDZL/25 0,00±0,00 0,00±0,00  LINH/25 3,12±0,03Aa 2,66±0,17Cb LDZL/25 4,94±0,36 5,02±0,31 

LIH/0 4,93±0,13 5,23±0,01 LIZL/0 0,00±0,00 0,00±0,00  LIH/0 3,29±0,16 3,33±0,07 LIZL/0 3,33±0,07 3,31±0,05 

LIH/5 4,97±0,08 5,23±0,02 LIZL/5 0,00±0,00 0,00±0,00  LIH/5 3,30±0,11 3,34±0,09 LIZL/5 3,29±0,10 3,30±0,07 

LIH/15 5,02±0,09 5,22±0,01 LIZL/15 0,00±0,00 0,00±0,00  LIH/15 3,38±0,13 3,39±0,13 LIZL/15 3,36±0,11 3,35±0,09 

LIH/25 5,02±0,08 5,21±0,01 LIZL/25 0,00±0,00 0,00±0,00  LIH/25 3,37±0,11 3,09±0,09 LIZL/25 3,18±0,13 3,16±0,15 

LD/0 5,57±0,19 5,62±0,06     LD/0 3,95±1,22 3,91±0,70    

LD/5 5,38±0,02 5,60±0,06     LD/5 4,58±0,71 4,01±0,53    

LD/15 6,05±0,11 6,12±0,30     LD/15 3,85±0,72 4,00±0,57    

LD/25 5,39±0,02 5,59±0,19     LD/25 4,59±0,70 4,35±0,13    

Médias seguidas de mesma letra maiúscula na coluna e de mesma letra minúscula na linha não diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

LINH – Leite Integral Não Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD – Leite Desnatado; LDZL – Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL – Leite Integral Zero 

Lactose. 
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Tabela 2A. Valores médios referentes ao teor de gordura e de teor de sólidos não gordurosos em leite com diferentes composições (S) submetidos 

a ozonização em diferentes de concentração e período de exposição (P) 

 Teor de gordura (%)  Teor de sólidos não gordurosos (%) 

S x P 

(min) 

Concentração (mg/L) S x P 

(min) 

Concentração (mg/L) 
 

S x P 

(min) 

Concentração (mg/L) 
 

S x P (min) 

Concentração  

(mg/L) 

21 31 21 31  21 31  21 31 

LINH/0 3,44±0,01Aa 3,41±0,01Aa LDZL/0 0,11±0,07 0,12±0,07  LINH/0 9,04±0,13Aa 9,05±0,13Aa LDZL/0 11,50±0,17 11,50±0,17 

LINH/5 3,47±0,24Aa 3,14±0,22Ab LDZL/5 0,03±0,03 0,03±0,03  LINH/5 9,21±0,02Aa 9,56±0,32Aa LDZL/5 11,33±1,35 10,87±0,49 

LINH/15 3,41±0,07Aa 3,13±0,16Ab LDZL/15 0,20±0,13 0,17±0,14  LINH/15 9,16±0,14Aa 8,59±0,33Bb LDZL/15 11,20±0,26 10,77±0,21 

LINH/25 3,58±0,06Aa 2,70±0,17Bb LDZL/25 0,04±0,04 0,04±0,04  LINH/25 9,21±0,02Aa 7,47±0,70Cb LDZL/25 11,37±0,38 11,20±0,10 

LIH/0 3,19±0,15 3,19±0,15 LIZL/0 3,37±0,22 3,13±0,18  LIH/0 9,28±0,08 9,28±0,08 LIZL/0 9,28±0,08 9,28±0,08 

LIH/5 3,59±0,97 3,06±0,08 LIZL/5 3,13±0,17 3,29±0,09  LIH/5 9,24±0,15 9,30±0,11 LIZL/5 9,24±0,15 9,30±0,11 

LIH/15 3,35±0,68 3,41±0,55 LIZL/15 3,21±0,02 3,15±0,05  LIH/15 9,34±0,16 9,31±0,13 LIZL/15 9,34±0,16 9,31±0,13 

LIH/25 3,36±0,69 2,94±0,07 LIZL/25 3,12±0,24 3,03±0,08  LIH/25 9,32±014 8,99±0,11 LIZL/25 9,32±0,14 8,98±0,11 

LD/0 0,18±0,18 0,03±0,05     LD/0 10,57±0,06 10,57±0,06    

LD/5 0,12±0,21 0,01±0,02     LD/5 10,43±0,12 10,57±0,05    

LD/15 0,46±0,01 0,48±0,03     LD/15 10,33±0,15 9,94±0,02    

LD/25 0,11±0,20 0,00±0,00     LD/25 10,43±0,12 10,58±0,15    

Médias seguidas de mesma letra maiúscula na coluna e de mesma letra minúscula na linha não diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade. 

LINH – Leite Integral Não Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD – Leite Desnatado; LDZL – Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL – Leite Integral Zero 

Lactose. 

 


