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RESUMO

ESTUDO DA INTERFERENCIA DE SUBSTRATOS ORGANICOS NA ACAO DO
0zONIO SOBRE MICRORGANISMOS DETERIORANTES, BENEFICOS E
PATOGENICOS.

Stefania Marcia de Oliveira Souza®, Mércia de Aguiar Ferreira’?

Faculdade de Agronomia e Veterinaria - UnB, DF, 2 Laboratério de Analise de Leite e
Derivados - UnB.

A utilizacdo do oz6nio na industria de alimentos é alvo de pesquisas desde que o composto foi
considerado seguro por associagOes internacionais como a FDA (Food and Drug
Administration), com efetiva acdo contra bactérias Gram positivas e Gram negativas, fungos e
virus. Essa pesquisa foi conduzida em duas etapas que objetivaram avaliar a interferéncia de
substratos organicos na acdo do ozénio sobre microrganismos deteriorantes e benéficos, a
eficacia do 0z6nio e da 4gua ozonizada refrigerada sobre patogénicos. Na primeira adotaram-
se como substratos organicos, leites com diferentes composicdes (integral homogeneizado
com lactose, integral homogeneizado sem lactose, desnatado homogeneizado com lactose,
desnatado homogeneizado sem lactose integral sem homogeneizacdo) que foram inoculados
com cepas de Escherichia coli (ATCC® 11229™) ¢ Lactobacillus sakei subsp. sakei
(ATCC® 15524™); também, avaliou-Se a agua como um substrato pardmetro de comparagao.
O gas oz6nio foi utilizado nas concentrag@es de 21 e 31 mg/L por periodos de exposicao de 0,
5, 15 e 25 min. Na segunda etapa, foi avaliado o efeito da aplicacdo direta (gas) e indireta
(Agua ozonizada) do ozbdnio sobre Escherichia coli O157:H7 (ATCC® 43890™); na
aplicacdo direta utilizou-se 0s mesmos substratos, concentracGes de ozénio e periodos de
exposicao da primeira etapa. Para a obtencdo da dgua ozonizada, a concentracdo utilizada do
gas foi de 31 mg/L e o periodo de exposicdo de 15 min; adotou-se um periodo de contato de 5
min do inéculo com a agua ozonizada que era mantida estocada sob refrigeracdo (7°C +1°C)
por 0; 0,5; 1,0; 1,5; 3,0 e 24 h. Em ambas as etapas o efeito do oz6nio foi determinado por
meio das contagens dos microrganismos inoculados, antes e ap0s a ozonizagdo. Para as
contagens de E. coli utilizou-se o sistema Petrifilm™ EC; para contagens de Lb. sakei
utilizou-se o 4gar De Man Rogosa e Sharpe (MRS) e, para E. coli O157:H7 foi utilizado o
agar Violet Red Bile (VRB). Por fim, buscou-se observar possiveis alteracbes das
caracteristicas fisico-quimicas dos leites submetidos a ozonizacdo. Aplicou-se o
Delineamento Inteiramente Casualizado, com trés repeti¢cfes. Na primeira etapa verificou-se
que a composicédo do substrato interfere na acdo do 0zdnio sobre as contagens de E. coli e Lb.
sakei. Observou-se que as maiores redu¢des nas contagens desses microrganismos ocorreram
quando em agua e em leite desnatado homogeneizado sem lactose. Em agua, tanto para E. coli
guanto para Lb. sakei, as reducdes médias nas contagens foram maiores que 3 ciclos log, em
todas as combinacdes de concentracdo do gas e periodo de exposi¢do. Quando o substrato foi
leite desnatado homogeneizado sem lactose, as redugdes nas contagens de E. coli,
independentemente do tempo, permaneceram entre 3,1 e 3,36 ciclos log, enquanto que para
Lb. sakei, a maior redugéo foi de 1,49 ciclos log e na concentragdo de 31 mg/L por 25 min.
No substrato leite integral homogeneizado, as redugfes na contagem de Lb. sakei foram
inferiores a 0,1 ciclo log. Na segunda etapa, também se constatou que a acdo do 0z6nio sobre
E. coli O157:H7 foi influenciada pela composi¢cdo dos substratos. No leite desnatado
homogeneizado sem lactose foram obtidas reducgdes de 1,53 e 1,54 ciclos log para periodos de
exposicdo de 25 min. nas concentragOes de 21 e 31 mg/L, respectivamente. Nos substratos
leite integral homogeneizado com lactose e leite desnatado homogeneizado com lactose, as
reducdes nas contagens de E. coli O157:H7 foram inferiores a 0,40 ciclo log, em ambas as
concentracdes de 0z6nio e em todos os periodos de exposicdo ao gas. Ja na avaliacdo da
eficiéncia da agua ozonizada sobre E. coli O157:H7 os resultados mostraram redugdo média
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de aproximadamente, 4,5 ciclos log em todos os ensaios realizados. N&do foram observadas
alteragOes significativas nas caracteristicas fisico-quimicas nos diferentes leites submetidos a
ozonizacdo. Os resultados dessa pesquisa permitem concluir que substratos organicos gordura
e lactose, como os principais componentes do leite, interferem na agéo do 0zonio sobre E. coli
e E. coli O157:H7 diminuindo a sua eficacia como sanitizante e reforcando a necessidade de
remoc¢do adequada de matéria organica nos processos de limpeza. Por outro lado, as baixas
reducdes nas contagens de Lb. sakei indicam que o seu desenvolvimento é pouco afetado pelo
o0zonio, quando inoculado em substratos organicos. A agua 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 aplicagdo de ozonio no leite, nas concentra¢des avaliadas, ndo causa
alteracbes importantes nas caracteristicas fisico-quimicas do leite de vaca de diferentes
composigoes.

Palavras chaves: microbiota, leite, inocuidade dos alimentos, matéria organica, 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. INTRODUCAO

O grande desafio atual que as industrias de alimentos enfrentam é o
desenvolvimento de tecnologias de controle da contaminacdo em plantas de processamento
industriais. O aumento da demanda por tais tecnologias demonstra a necessidade de utilizagéo
de processos que propiciem seguranca microbioldgica na producéo e proporcionem minimas
alteracbes  fisico-quimicas e sensoriais dos produtos. Tais tecnologias de
processamento/conservacdo ndo devem agredir o meio ambiente nem causar alteracdes
indesejaveis nos produtos. As tecnologias aplicadas com este intuito sdo chamadas de
“tecnologias nao convencionais”, “tecnologias emergentes”, “tecnologias inovadoras”,
“tecnologias limpas”, ou “tecnologias de baixo impacto ambiental” (SLONGO, 2008).
Dentre estas tecnologias para sanitizacao, destaca-se 0 processo de 0zonizagao.

De maneira geral, espera-se gque 0s sanitizantes apresentem toxicidade e
corrosividade baixas, sejam estiveis nas mais diversas condi¢fes de uso, possuam amplo
espectro de agdo antimicrobiana, destruam rapidamente os agentes e sejam aprovados pelos
Orgdos competentes como 0 Ministério da Salde. Porém, ndo existe um Unico produto que
apresente todas essas caracteristicas, por isso € importante conhecer as propriedades de cada
um que esteja disponivel, para selecionar o mais adequado para cada aplicacdo especifica
(ANDRADE, 2008).

O ozbnio (O3) € um agente antimicrobiano, com reatividade elevada e
decomposicdo espontanea em produtos ndo téxicos (oxigénio). A ozonizacdo tem sido
utilizada na Europa para sanitizar agua para o consumo humano. Outros usos comerciais
incluem tratamento de piscinas, sanitizacdo de galdes de agua, higienizacdo de camara-frias e
equipamentos utilizados no processamento de alimentos, além da inativacdo da microbiota
contaminante com resultados satisfatorios na inativacdo e eliminacdo de bactérias, fungos,
virus e protozoarios (GOPAL et al., 2010; SILVA et al., 2011; CAVALCANTE et al., 2015;
COUTO etal., 2016).



A aplicacdo de ozbnio tem sido avaliada em diversos produtos carneos,
derivados l4cteos, aves, peixes, frutas e vegetais, e os resultados obtidos nas pesquisas
afirmam que ocorre aumento da vida de prateleira dos produtos, e que o gas pode ser usado
como sanitizante no processamento de alimentos. O nivel de inativacdo varia com o pH,
temperatura e quantidade de matéria organica associadas as células, ou seja, sua eficicia 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 ozonizagdo passou a ser utilizada no Brasil como alternativa aos métodos
convencionais de pré-cloracdo e pré-aeracdo no tratamento de aguas superficiais a partir de
1983 (LAPOLLI et al., 2003). Na area de alimentos, poucas pesquisas tém sido realizadas no
pais e ainda ndo existe legislacdo especifica que oriente aplicacGes nesta area, embora seja
eficiente e considerado mais seguro do que os demais sanitizantes comumente utilizados pela
industria de alimentos, pois ndo deixa residuos capazes de alterar suas caracteristicas
organolépticas. Dentre suas aplicacfes destaca-se a desinfeccdo de instalacdes, equipamentos
e embalagens, além de evitar formacdo de biofilmes microbianos (PASCHOALATO et al.,
2008; LANITA e SILVA, 2008; CAVALCANTE et al., 2014).

1.1. Problematica e Relevancia
As bactérias, bolores e leveduras sdo os microrganismos de maior destaque

como agentes potenciais de deterioracdo e como eventuais patégenos ao homem. Na grande
maioria das situacOes, as bactérias sdo os microrganismos numericamente predominantes,
principalmente por apresentarem um tempo de geragdo bastante reduzido, serem capazes de
utilizar uma diversidade de substratos e apresentarem ampla variacdo de comportamento dos
diferentes géneros frente a fatores ambientais (DE MESQUITA et al., 2014).

Em qualquer tipo de processamento industrial a manutengdo das condigdes
higiénico-sanitarias € um requisito essencial. Sabe-se que a carga microbiana contaminante do
produto final é a somatdria dos microrganismos presentes na matéria-prima e aqueles que se
agregam ao produto ao longo das vérias etapas do processo, principalmente em funcéo do
contato com superficies e equipamentos mal higienizados, formacéo de biofilmes bacterianos,
intensidade e condi¢Ges de manuseio, qualidade da agua e do ar, bem como fatores ambientais
diversos (PARIZZI et al., 2004).



A formacdo de biofilmes ocorre em virtude da deposicdo e adesdo de
microrganismos em uma superficie de contato, a qual se fixa, constitui uma matriz de
exopolissacarideos e iniciam seu crescimento. Seu desenvolvimento € diretamente
relacionado a quantidade de nutrientes nestes locais e em relagdo a quantidade de liquidos.
Sua formagdo é preocupante devido sua potencialidade em resistir a tratamentos
antimicrobianos e a sanitizantes, aléem de causar deterioracdo, perda da qualidade ou
veiculacdo de patégenos (KASNOWSKI et al., 2010).

Dentre 0os microrganismos que podem participar de processos de formacéo de
biofilmes e gerar problemas de saide publica ou de ordem econdmica, destacam-se:
Pseudomonas aeruginosa, Pseudomonas fragi, Pseudomonas fluorescens, Micrococcus sp. e
Enterococcus faecium. Como exemplos de patogénicos pode-se citar: Listeria
monocytogenes, Yersinia enterocolitica, Salmonella thyphimurium, Escherichia coli
0157:H7, Staphylococcus aureus e Bacillus cereus (PARIZZI et al., 2004).

Apesar dos recentes avangos tecnoldgicos e cientificos, principalmente na
industria de laticinios, observa-se a ocorréncia de enfermidades de origem alimentar devido a
ingestdo de alimentos contaminados por microrganismos patogénicos contidos nos produtos,
que podem ser provenientes do contato com biofilmes existentes na planta de processamento
com sanitizagao realizada de forma ineficaz (MEDONLINE, 2008).

A sanitizacdo é um conjunto de procedimentos higiénico-sanitarios que visa
garantir a obtencdo de superficies, equipamentos e ambientes com caracteristicas adequadas
de limpeza e baixa carga microbiana residual. A procura de novos métodos de diminuicdo de
microrganismos continua a ser um assunto relevante nos nossos dias. Embora os métodos
tradicionais de desinfeccdo sejam intensivamente usados pela industria alimentar, eles sdo
também quimicamente intensivos e estdo associados a varios aspectos negativos, incluindo a
promocdo do fenémeno de resisténcia cruzada a outros agentes antimicrobianos (OLIVEIRA
et al., 2010).

De acordo com Pirani (2011) uma alternativa as técnicas de sanitizacao
tradicionais seria a aplicacdo de oz6nio na reducdo da populacdo de E. coli O157:H7 e
Salmonella spp. Novak e Yuan (2003) relatam que patdgenos que sobrevivem a ozonizagao
apresentam-se menos propensos a colocar em risco a seguranca alimentar do que patégenos
sobreviventes a tratamentos térmicos subletais.

O ozbnio tem uma meia-vida maior no estado gasoso do que em solugédo
aquosa. Apresenta rapida degradagdo em agua sendo ainda mais rapida quando em solucGes

impuras, ou seja, aquelas que contem duas ou mais substancias diferentes (GUZEL-SEYDIM



et al., 2004). Quando comparado a outros agentes oxidantes, 0 0zonio destaca-se pelo elevado
potencial de oxidagédo (2,07 mV) sendo o segundo mais poderoso agente oxidante, superado
apenas pelo fluor (3,06 mV) (GUZEL-SEYDIM et al., 2004; SILVA et al., 2011). A
inativacdo das bactérias pelo ozénio € um processo complexo, por agir sobre numerosos
componentes celulares, incluindo proteinas, lipidios insaturados e enzimas respiratérias nas
membranas celulares, peptideoglicanos dos envelopes celulares, enzimas e acidos nucleicos
no citoplasma, proteinas e peptideoglicano das paredes de esporos e capsulas virais. Alguns
autores concluiram que o ozdnio molecular é o principal inativador de microrganismos,
enquanto outros enfatizam que a atividade antimicrobiana é realizada pelos subprodutos de
decomposigao do ozonio tais como "OH, "O,- e HO3" (PIRANI, 2011).

Santos (2013) observou a acdo de o0z6nio na reducdo de microrganismos
aerobios mesofilos e caracteristicas fisico-quimicas do leite, verificando reducdo de
aproximadamente 1 ciclo log quando aplicada a concentragdo de 15 mg/L durante 15 minutos
e, de 5 e 10 mg/L por 30 minutos. Nas andlises fisico-quimicas o leite apds ozonizagdo
apresentou reducédo de gordura, extrato seco desengordurado, lactose, densidade e proteina no
binbmio 18 mg/L por 10 minutos.

De acordo com Silva et al. (2011), a desvantagem da utilizagdo de ozonio
como desinfetante é a sua instabilidade. O grande desafio é prever como 0 0z6nio reage com a
matéria organica; o gas pode oxidar o composto, ou espontaneamente, decompor-se em
oxigénio e radicais livres. Os mecanismos de decomposicdo do o0zbnio sdo processos
complexos, que dependem de fatores como os tipos de radicais formados em solugéo e o tipo
de matéria organica presente. Portanto, € dificil generalizar que uma dada concentracao
particular de o0z6nio num determinado percentual serd efetiva para inibicdo dos
microrganismos presentes nos produtos alimenticios (LANGLAIS et al., 1991).

Tendo em vista 0 exposto e a importancia dos temas abordados, consideramos
necessarias mais pesquisas que avaliem a acdo do o0zonio sobre 0s diversos microrganismos
que podem ser veiculados por alimentos e, a influéncia da matéria orgénica, que pode estar
presente em alimentos ou mesmo em equipamentos de processamento, na acdo desse gas.
Dessa forma, esse estudo buscou avaliar a interferéncia de compostos orgénicos na a¢do do
0zo6nio sobre o desenvolvimento de microrganismos patogénicos, deteriorantes e benéficos
artificialmente inoculados em leites com diferentes composi¢des e em agua, a fim de gerar
mais dados sobre a sua a eficacia como sanitizante e ampliar a sua utilizacdo na indudstria de

alimentos.



1.2. Objetivos
Objetivo geral

e Avaliar a interferéncia de substratos organicos na acdo do ozonio sobre o
desenvolvimento de microrganismos deteriorantes, benéficos e patogénicos.

Obijetivos especificos

e Analisar a interferéncia da gordura e da lactose utilizados como substratos
organicos, na agdo do ozonio sobre Escherichia coli ATCC 11229™ ¢ Lactobacillus sakei
ATCC 15521™,

o Avaliar os efeitos da aplicagdo direta e indireta de ozbnio sobre o
desenvolvimento de Escherichia coli O157:H7 (ATCC® 43890™) inoculada em diferentes
substratos organicos e em agua.

o Verificar o efeito da ozonizacdo sobre os principais componentes do
leite de vaca.

2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Principais microrganismos patogénicos veiculados por alimentos

Os agentes etioldgicos causadores de doencas e que podem ser veiculados por
alimentos representam problemas de salde coletiva em qualquer parte do mundo,
especialmente nos paises em desenvolvimento como o Brasil. A severidade varia muito e as
fontes mais comuns de infecgdes sao hamburgueres, “fast foods” e alimentos de “self-
services”, que sdo mais vulnerdveis a uma série de riscos de contaminag¢do por
microrganismos, o que pode ser atribuido ao preparo rapido, manipulacdo e procedimentos
inadequados durante o processamento e exposi¢do. Dentre 0s 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. s@o bactérias patogénicas importantes para a industria de
alimentos sendo um dos microrganismos mais significativos causadores de infeccao alimentar
(SIQUEIRA et al., 2003). Sado patdgenos intracelulares que invadem a mucosa do trato

intestinal, e sdo transmitidas de forma fecal-oral aos seres humanos principalmente através da



agua, da carne, dos ovos e dos produtos das aves domésticas contaminados. A infecgdo por
Salmonella spp. é uma doenca gastrintestinal, sendo a mais frequente transmitida dos animais
aos seres humanos (FERRETTI et al., 2001; RIYAZ-UHASSAN et al., 2004).

Os membros do género Salmonella sdo causas principais de infeccao alimentar
no mundo inteiro. Os sorotipos de Salmonella entérica sdo os agentes bacterianos primarios
responsaveis pelas manifestacbes de doenca gastrintestinal humana. Entre os diferentes
sorotipos, Salmonella Typhimurium e Salmonella Enteritidis sdo de importancia clinica
particular (REIS et al., 2015).

Listeria spp. € um bacilo Gram positivo, aerobico e facultativamente,
anaerobico, ndo formador de esporos, catalase positiva, oxidase negativa, sendo a faixa 6tima
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 incubacgéo e concentragdes salinas.

As espécies patogénicas para 0 homem e animais sdo L. monocytogenes e L.
ivanovii (2) sendo atualmente descritas 13 espécies apatogénicas: 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 transmissdo é o consumo de alimentos contaminados
devido a habilidade de L. monocytogenes de sobreviver em condi¢des de estresse e formar
biofilmes em equipamentos e utensilios de plantas de processamento de alimentos, produzidos
por uma ampla variedade de materiais, como aco inoxidavel, plastico 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
individuos imunocomprometidos, criancas, idosos e gestantes (VAZQUEZ-BOLAND et al.,
2001; PAILLARD et al., 2003, LECUIT, 2007; ANDRADE et al., 2014). A ocorréncia de
surtos de listeriose de origem alimentar tem sido relatada desde 1981, sendo que diversos
alimentos, de origem animal e de origem vegetal, estdo 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 etioldgico da tuberculose humana,
considerada a principal causa de morte em adultos por um unico agente infeccioso, sendo
responsavel por 26% das mortes passiveis de prevencdo no mundo. N&o se conhece a
proporcao de casos de tuberculose causada por Mycobacterium bovis (CASANOVA e ABEL,
2002, HUSSIEN e MAHROUS, 2016).



As formas de transmissdo do M. bovis do gado para os seres humanos se da
diretamente pela via aerégena, mediante a inalacdo do M. bovis e indiretamente, pelo
consumo de leite e produtos lacteos ndo pasteurizados, e, alem disso, o bovino elimina o
bacilo no corrimento nasal, nas fezes, urina, nas secrecfes vaginais e uterinas e pelo sémen.
Diferente do que muitos acreditam a carne bovina, em via de regra, ndo pode ser apontada
como fonte de infeccdo para a tuberculose humana, desde que passada por coc¢édo, pois € raro
0 encontro do bacilo na musculatura. Porém para evitar algum problema a inspecédo sanitaria
faz a condenacéo parcial ou total das carcacas, que conforme o caso é feito, pois a carne pode
ser contaminada com secrec@es, fezes ou conteddo dos granulomas formados (PARDO 2007;
ZARDEN et al., 2013).

O género Staphylococcus é constituido de 40 espécies e 24 subespécies
(MURRAY, 2010). A morfologia tipica do género é classificada em cocos apresentando
didmetro médio de 1 um e que tendem a se agrupar em arranjos semelhantes a cachos de uva,
apresenta necessidade nutricional complexa. S&o bactérias moveis, ndo formadoras de
esporos, anaerdbicas facultativas, catalase-positiva, oxidase-negativos e podem produzir a
enzima coagulase, sendo estas potencialmente patogénicas, 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
estafilocdcica bovina, a piemia pelo carrapato em cordeiros, a botriomicose em equinos e
infeccbes supurativas em cdes e gatos. A mastite contagiosa exerce importancia,
principalmente, em dois aspectos: economia da atividade leiteira e satde publica.

Trabulsi (2008) relata que as manifestacdes clinicas causadas por S. aureus em
humanos podem ser divididas em trés tipos: infeccBes superficiais, como abscessos cutaneos;
infeccBes sistémicas, como bacteremia e endocardite; intoxicacbes como a sindrome do
choque toxico e intoxicacdo alimentar. A intoxicacdo se desenvolve em pessoas que ingerem
alimentos preparados ou armazenados de maneira imprépria. A severidade da doenca depende
da quantidade de alimento ingerido, da quantidade da toxina e do estado geral da salde da
vitima. A quantidade de toxina necesséria para provocar intoxicacao varia entre 20 e 100 ng e
a doenca s6 ocorre caso haja ingestdo da toxina pré-formada no alimento, pois a bactéria,
quando ingerida, ndo produz a toxina. E uma das principais causas de bacteremia tendo como
principais sintomas: vomitos, diarreia, dor abdominal e nduseas podendo causar encocardite
infecciosa e infeccdo osteoarticular (SCHELIN et al., 2011; MURRAY, 2010; TONG et al.,
2015).



A brucelose ¢ uma enfermidade infectocontagiosa, de carater zoonOtico e
ampla distribuicdo mundial. A enfermidade acomete uma ampla variedade de espécies de
mamiferos terrestres e marinhos, incluindo o homem que é considerado um hospedeiro
acidental, e causando a doenca como febre ondulante, febre do Mediterraneo ou febre de
Malta. A doenca, nos animais domésticos, € causada por bactérias do género 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 doenga 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 veterinarios, magarefes, acougueiros e trabalhadores da industria de
laticinios. O homem se infecta naturalmente pelo contato com produtos abortados, secrecdes
vaginais, l6quios placentérios e outras secre¢fes contaminadas, além do consumo de leite cru
ou derivados ndo pasteurizados, sendo esta Ultima considerada a forma de contaminacdo
principal dos seres humanos. A pasteurizacdo do leite elimina o patdgeno e consiste de pratica
fundamental para garantir a saude do consumidor e a qualidade de varios produtos
alimenticios (SANTOS et al., 2013).

O género Escherichia é composto por cinco espécies: E. coli, E. blattae, E.
fergusonnii, E. hermanniie E. vulneris; sendo E. coli um dos principais componentes da
familia Enterobacteriaceae. Esses microrganismos estdo presentes na microbiota intestinal de
humanos e animais, bem como em ambientes domésticos, no solo, na dgua e em plantas. Séo
bactérias ndo formadoras de esporos, Gram negativas, anaerdbicas facultativas, oxidase-
negativas e capazes de fermentar a glicose com formacdo de gas (KUHNERT et al., 2000;
BOOP e SAUDERS, 2003, RIBEIRO et al., 2006, LARA 2016).

E. coli pode causar uma variedade de doencas, incluindo diarreia, disenteria,
sindrome hemolitica-urémica, infec¢des do trato urinario, septicemia, pneumonia e meningite
(KAPER et al., 2004). Sua capacidade patogénica tem sido associada ao fato de diferentes
linhagens de E. coli terem adquirido diferentes genes de viruléncia (KUHNERT et al., 2000,
PEREIRA et al., 2016).

Com base nas caracteristicas de patogenicidade, no efeito em certas culturas de
células e nos grupos sorologicos sdo reconhecidos nove grupos de E. coli virulentos
(patotipos): E. coli enteroagregativa (EaggEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enteroinvasiva (EIEC), E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterotoxigénica (ETEC) e E.

coli que adere difusamente (DAEC) E. coli uropatogénica (UPEC), E. coli de meningite
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neonatal (NMEC), E. coli patogénica 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 doenca associada a ingestdo de
hamburguer mal-cozido ou mesmo de leite cru. Estes agentes produzem toxinas semelhantes a
toxina Shiga, que sdo responsaveis pela Colite Hemorréagica (CH), citada pela primeira vez
em 1983 por Riley et al. (apud NATARO e KAPER,1998). Criancas podem apresentar dores
abdominais, diarreia aquosa seguida de diarreia sanguinolenta com pouca ou nenhuma febre.
Estes sinais clinicos foram associados a casos mais graves como a Sindrome Urémica
Hemolitica, caracterizada pela presenca de sangue na urina, insuficiéncia renal e
trombocitopenia ocasionada por acdo de toxina que afeta os rins (KARMALI, 1989). Vérios
sorotipos de VTEC (E. coli verotoxigénica) sdo classificados como EHEC destacando-se
026:H11, O111:H8, O118:H16, 0145:H28; O55:H7, 0O113:H21 e principalmente O157:H7
relatada em grandes surtos e doengas graves, tais como colite hemorragica (CH) e sindrome
hemolitica urémica (SHU), potencialmente letais (NATARO e KAPER,1998, FREITAS et
al., 2016).

Pesquisadores, manipulando cepas mutantes, estudaram a funcdo do gene eaeA
de E. coli O157:H7 e seu produto, a intimina, conforme relatam Doyle et al. (1991). Os
estudos demonstram que o0 gene eaeA é necessario para a aderéncia deste microrganismo aos
enterécitos e células de linhagens, presentes em varias cepas produtoras de VTS,
particularmente naquelas associadas com doencas em humanos (FUKUSHIMA et al., 2000).
Outros fatores de patogenicidade sdo também importantes para o desenvolvimento da doenca
(NATARO e KAPER, 1998). Vérias evidéncias indicam existéncia de duas familias de
citotoxinas chamadas VT1/VT2, estas sdo codificadas por bacteriéfagos lisogénicos, estdo
associadas com doencas em humanos e possuem a mesma acdo sobre células Vero, mas
diferem em sua toxicidade em camundongos (FUKUSHIMA et al., 2000).

Este microrganismo também foi associado a sinais clinicos menos severos
como diarreias brandas e foi relatado em diversos surtos de doencas de origem alimentar em
paises desenvolvidos, associadas ao consumo de alimentos de origem animal, principalmente
leite ndo pasteurizado e hamburguer no qual a carcaca pode sofrer contaminagdo durante o
abate do animal no frigorifico (SILVEIRA et al., 1999).

Produtos alimentares de origem animal sdo, portanto, os maiores causadores de
infeccbes em seres humanos. Em paises como EUA a ingestdo de hambirgueres que nédo

foram submetidos a tratamento térmico eficiente, é causa importante na ocorréncia de doenca
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alimentar. Esta contaminacdo esta associada a nao higienizagdo das méaos do manipulador.
Surtos foram relatados devido ao consumo de maionese, sucos de frutas ndo pasteurizados,
carne moida, cachorro quente e suco de macad (AL-GALLAS et al., 2006; FORTUNA et al.,
2013).

2.2. Bactérias Acido Laticas

As bactérias acido laticas (BALs) sdo descritas como microrganismos Gram
positivos, geralmente imdveis, desprovidos de citocromos e tem preferéncia por condigdes
anaerobias, mas sdo aerotolerantes, fastidiosos, acido-tolerantes e estritamente fermentativos,
produzem acido latico como produto principal (STILES e HOLZAPFEL, 1997). Estes nédo
formam esporos, sdo catalase, oxidase e gelatinase negativos, morfologias de cocos ou
bastonetes, ndo reducdo de nitrato a nitrito e incapacidade de utilizar o lactato (HASSAN e
FRANK, 2001; CARR et al., 2002). Contudo, podem ocorrer exce¢cdes 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; INES et al., 2008, SABO et al., 2014).

Os principais géneros de BALs sao: Lactobacillus, Lactococcus, Leuconostoc,
Oenococcus, Pediococcus, Streptococcus, Tetragenococcus, Aerococcus, Carnobacterium,
Enterococcus, Vagococcus e Weissella (HUTKINS, 2006). Embora o género Bifidobacterium
ndo pertenca filogeneticamente ao grupo das BALSs, possui determinadas propriedades
fisioldgicas e bioquimicas tipicas destas bactérias. Portanto, por razfes praticas e tradicionais,
bifidobactérias sdo 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 metabdlicas de carboidratos: a
homofermentativa e a heterofermentativa. Na rota homofermentativa, mais de 90% da fonte
de carbono é convertida exclusivamente em acido latico, pela via de glicélise Embden-
Meyerhof-Parnas. Por outro lado, a via heterofermentativa resulta em quantidades
equimolares de &cido latico, &cido acético, etanol e dioxido de carbono (LIU, 2003,
PALACIUS et al.,, 2014). A classificacdo estd baseada na morfologia celular, na rota
metabolica utilizada para fermentar a glicose, no desenvolvimento em diferentes
temperaturas, na configuragdo do &cido latico produzido e na capacidade de crescimento em
altas concentragbes salinas (RIVERA-ESPINOZA e GALLARDO-NAVARRO, 2010),
conforme apresentado no Quadro 1.



Quadro 1. Principais propriedades dos géneros de bactérias acido laticas
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Género Morfologia celular Rota metabdlica Crescimento Isdbmero do ac.
T°C | NaCl | pH latico
10|45(6,5/18 (4,4| 9,6
Lactobacillus (Lb) Bacilo Homo/Heterofermentativo x| x|-|x| - D,L,D/L
Lactococcus (Lac) Cocos Homofermentativo +-lx|-1x| - L
Leuconostoc (L) Cocos Heterofermentativo +-lx|-1x| - D
Oenococcus (0) Cocos Heterofermentativo + |+ x| -2 - D
Pediococcus (P) Cocos (tetrade) Homofermentativo x| -]+]| - D,L,D/L
Streptococcus (St) Cocos Homofermentativo BRI R R N L
Tetrogenococcus (T) Cocos (tetrade) Homofermentativo + -+ +] -+ L
Aerococcus (A) Cocos (tetrade) Homofermentativo S N I R R L
Carnobacterium (C) bacilos Heterofermentativo +l----1- L
Enterococcus (E) bacilos Homofermentativo +l+H |+ |-+ + L
Vagococcus (V) bacilos Homofermentativo +--]-12|- L
Weissella (W) bacilos Heterofermentativo + |- x|-]x]| - D,L,D/L

Legenda: (+) crescimento positivo; (-) crescimento negativo; (x) crescimento fraco; D- lactato; L-
lactato, D/L-lactado. Fonte: HUTKINS (2006).
BALs sdo 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), respiratério
e urogenital do homem e animais (SETTANNI e MOSCHETT]I, 2010). Estes tém capacidade
limitada de biossintese (KLAENHAMMER et al., 2005), alto requerimento em fonte de
carbono e nitrogénio (SALMINEN e VON WRIGHT, 1998) natureza anaerébia ou
aerotolerante (CARR et al., 2002). A importancia das BAL’s na industria alimenticia deve-se
a sua capacidade de transformar agucares em acido latico, etanol, e outros metabdlitos. Estes
compostos podem alterar as caracteristicas do produto através da diminuicao do pH e por criar
condicBes desfavoraveis para a multiplicacdo de microrganismos potencialmente patogénicos,
tanto nos alimentos quanto na microbiota intestinal humana (RIVERA-ESPINOZA e
GALLARDO-NAVARRO, 2010).

Estdo envolvidas em diferentes processos fermentativos, incluindo
fermentacdo malolatica de vinhos (LIU, 2003; ROJO-BEZARES et al., 2006), producdo de
queijos, embutidos fermentados, legumes em conserva, iogurte entre outros alimentos. As
BALs também tém sido utilizadas na fabricacdo de produtos bioldgicos e quimicos, incluindo

biopolimeros (Leuconostoc spp.), enzimas (Lb. brevis), etanol e acido latico (Lb. casei, Lb.
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lactis, Lb. delbrueckii, Lb. brevis), além de compostos aromaticos e substancias
antimicrobianas, como as bacteriocinas (INES, 2007, GARCIA-ZAPATA, 2016).

A estes microrganismos séo atribuidas propriedades nutritivas, medicinais e
terapéuticas em virtude de sua acdo benéfica sobre a microbiota intestinal, pois se aderem a
diversos epitélios do sistema digestivo. As BALs sdo amplamente empregadas na industria
alimenticia, sendo utilizadas na fabricacdo de produtos lacteos e outros alimentos fermentados
como queijos, iogurtes, carnes fermentadas e vinhos, contribuindo na producao de sabor e de
textura caracteristicos destes produtos, gracas a acdo de proteases e peptidases, agentes
aromaticos ou exopolissacarideos. Além disso, contribuem também para a conservacdo dos
mesmos por inibirem o crescimento de bactérias deterioradoras e/ou patogénicas pela
producdo de substancias inibidoras do crescimento, tais como bacteriocinas, acidos organicos
e perdxido de hidrogénio (SAAD et al., 2013).

Trois (2005) observou que diversas cepas laticas possuiam
propriedades imunoestimulantes. Em estudo realizado por ANNUK et al. (2003) verificou-se
que cepas heterofermentativas do género Lactobacillus como Lb. casei e Lb. paracasei
mostraram maior inibicdo de bactérias Gram negativas patogénicas quando comparadas aos
Lactobacillus homofermentativos, devido a alta reducéo de pH promovida no meio, causando
maior efeito deletério sobre as bactérias patogénicas.

2.2.1. Género Lactobacillus e importancia na indudstria de alimentos

Os representantes do género Lactobacillus apresenta forma de bacilos ou de
cocobacilos Gram positivos e estdo presentes na microbiota intestinal de humanos e animais.
Sao amplamente utilizados na industria de limentos, em especial na tecnologia de producao de
derivados lacteos, devido ao seu potencial probiético (KONEMAN et al., 2005).

O género contém 160 espécies e 27 subespécies (EUZEBY, 2009a)
classificadas em trés grandes grupos: os lactobacilos homofermentativos obrigatérios, os
lactobacilos heterofermentativos facultativos e o0s lactobacilos heterofermentativos
obrigatorios. Os lactobacilos homofermentativos obrigatorios sdo aqueles que fermentam
hexoses em acido latico; os heterofermentativos facultativos sdo os que fermentam hexoses
somente, ou juntamente com acido acético, etanol e acido formico sob limitac6es de glicose e,
os lactobacilos heterofermentativos obrigatérios fermentam hexoses em acido latico, acido

acetico, etanol e CO, e pentoses em acido latico e acético (POT et al., 1994).
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Algumas espécies de Lactobacillus sdo utilizadas como probidticos, como por
exemplo, Lb. rhamnosus, Lb. acidophilus, Lb. casei, Lb. reuteri e Lb. fermentum (REID,
1999). A producdo de derivados lacteos contendo bactérias probidticas € um foco importante
das industrias e estes contém geralmente, cepas probioticas especificas com concentracdes
apropriadas de células vidveis durante a vida de prateleira, sendo este processo um desafio
tecnoldgico. Foi proposto que a dose minima diéria de culturas probioticas considerada
terapéutica corresponde ao consumo de 100 g de produto contendo 6 a 7 log UFC/g
(MACEDO, 2005).

Shirota, em 1930, focou sua pesquisa na selecdo de cepas de bactérias que
pudessem sobreviver a passagem atraves do intestino e no uso dessas cepas para desenvolver
leites fermentados para distribui¢cdo em sua clinica. 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 sdo os veiculos mais populares para a
incorporacdo de microrganismos probidticos (LUCKE, 2000). Embora os produtos lacteos
fermentados constituam uma fracdo substancial do mercado de probioticos, o numero de
produtos n&o lacteos é crescente, particularmente aqueles a base de soja (TYOPPONEN et al.,
2003). O consumo regular de alimentos contendo probidticos tem proporcionado evidéncias
diretas ou indiretas sobre a reducdo do risco de cancer e de bexiga urinaria e supressdo de
cancer colon-retal. A importancia do papel da microbiota intestinal na manutencédo da saude e
prevencdo de doencas é bastante reconhecida. Disturbios desse equilibrio podem gerar outras
desordens e facilitar o estabelecimento de doencas (SACCARO, 2008).

Lb. sakei apresenta morfologia de bacilo isolado ou em pequenas cadeias, com
dimensfes variaveis entre 0,6-0,8/2-3 pum, geralmente com extremidades arredondadas
especialmente durante a fase estacionaria de crescimento. Nao se multiplica a 45°C mais pode
crescer até 2°C. A maioria das cepas produz acido latico L (+) em caldo DE Man, Rogosa e
Sharpe e &cido latico DL em suco de repolho prensado. Esse microrganismo é capaz de
produzir uma bacteriocina denominada sakacin P que inibe o crescimento de diversas
bactérias patogénicas e deteriorantes presentes em produtos carneos e pescado, sendo
amplamente utilizado na fermentacdo desses produtos, apresentando importante potencial
tecnoldgico. Lb. sakei resiste as condi¢cdes adversas dos processos de fermentacéo, tais como
a concentracdo elevada do sal, a baixa atividade da &gua, a baixa temperatura e o pH
(AXELSSON e AHRNE, 2000).
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2.3. Substratos para desenvolvimento microbiano

Segundo Franco e Landgraf (2008), a capacidade de sobrevivéncia ou de
multiplicacdo de microrganismos depende de uma série de fatores. Entre esses fatores que
podem propiciar, prevenir ou limitar o desenvolvimento dos microrganismos estdo aqueles
relacionados com as caracteristicas dos substratos aos quais 0S microrganismos estao
inseridos, denominados fatores intrinsecos, como a atividade de agua, e os relacionados com o
ambiente em que se encontra, denominados fatores extrinsecos, como a temperatura ambiente.

A concentracdo de substrato € um dos fatores que mais influenciam no
crescimento de microrganismos, dependendo da susceptibilidade e capacidade de adaptacéo
da estirpe ao meio (MADIGAN et al., 2004). Em um ambiente pobre em nutrientes ocorerra
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 0s
microrganismos (OCHUA-HUESO et al., 2011). Os nutrientes que compdem o substrato sdo
fatores que influenciam o nimero e a distribuicdo da populagdo microbiana. Deste modo, o
correto balango 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 sdo: o carbono, o hidrogénio, o nitrogénio, o
oxigénio e o fosforo. Necessitam também de quantidades menores de ferro, magnésio,
potassio e célcio e de outros elementos em quantidades minimas. Como fontes de carbono e
energia utilizam geralmente os hidratos de carbono e os amino4cidos, as necessidades de
nitrogénio sdo satisfeitas com compostos organicos que contém estes elementos, como por
exemplo, as proteinas e certos aminoacidos (AZAM e MALFATTI, 2007).

Uma bactéria pode necessitar para a formacdo do seu material celular, de um
ou mais compostos organicos que seja incapaz de sintetizar a partir de componentes mais
simples. Tais nutrientes essenciais sdo necessarios em pequenas quantidades e os nutrientes
organicos deste tipo sdo conhecidos como fatores de crescimento. Sdo de trés tipos: -
aminoacidos que Sdo necessarios para a sintese proteica; purinas e pirimidinas que sdo
necessarias para a sintese de &cidos nucleicos, como por exemplo, DNA e RNA; vitaminas
que sdo necessarias a sintese de enzimas, como a timina e a riboflavina. Existem diversos

grupos de bacterias em relagéo as suas fontes alimentares (SIQUEIRA, 2011).
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A fracdo de compostos quimicamente diferenciados, como proteinas,
carboidrato, gorduras dentre outros varia de acordo com a origem do material. A respiracéo
bacteriana possui, de forma geral, relacdo direta com a concentracdo de tais compostos. No
entanto, deve-se observar que aspectos qualitativos, muitas vezes dificeis de definir, também
séo relevantes para o metabolismo bacteriano (PACE e PRAIRIE, 2005).

Del Giorgio e Cole, 1998 relatam que na comparacdo do uso de compostos
diferenciados de diversas origens pelas bactérias, como matéria organica excretada pelo
fitoplancton, detritos de fitoplancton, macroalgas, fezes animais e vegetacdo vascular, o
consumo mais intenso foi observado sobre os compostos excretados pelo fitoplancton,
indicando a maior biodisponibilidade deste material. A razdo estequiométrica (relacdo entre
0s reagente e produtos envolvidos em uma reacdo) dos compostos também é importante, uma
vez que 0s mesmos atuam como fonte de nutrientes para 0s microrganismos. A concentracdo
de fosforo e nitrogénio na agua estimula o metabolismo microbiano, seja aumentando a
producdo secundaria (FARJALLA et al., 2002a), seja intensificando a respiracdo bacteriana
(HALL e COTNER, 2007).

Embora seja reconhecido que mdltiplos fatores sdo capazes de limitar o
metabolismo bacteriano, ha uma tendéncia a estudar o efeito de apenas um fator limitante por
vez, dada a dificuldade de lidar com duas ou mais varidveis simultaneamente em
comunidades naturais (POMEROY e WIEBE, 2001). Hall e Cotner (2007) mostraram o efeito
interativo da temperatura com concentracGes de nutrientes inorganicos sobre a respiracdo
bacteriana, embora ndo tenham avaliado a influéncia de nitrogénio e fosforo separadamente.
A interacdo entre concentracdes de substrato e temperatura também foi evidenciada
(POMEROY e WIEBE, 2001), embora ndo tenha sido feita uma analise quantitativa da
disponibilidade de substrato.

Ha uma grande lacuna na compreensdo de como diversos fatores atuam em
conjunto na regulacdo do metabolismo bacteriano, e é importante que os efeitos sejam
analisados de forma independente e interativa, quantificando a disponibilidade de
componentes organicos diferenciados e nutrientes. Em um cendrio de busca de melhoria da
qualidade de produtos cada vez mais abrangentes, € fundamental compreender o efeito que
alteracbes e composicdo do substrato podem causar sobre o metabolismo bacteriano
(SIQUEIRA, 2011).

O estudo da influéncia das condi¢fes como temperatura, pH, tipos de

cultura e substratos, permite a obtencéo de informagdes sobre a fisiologia de cepas bacterianas
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sendo portanto interessante conhecer o efeito dessas condi¢bes sobre 0s microrganismos
(OLIVEIRA e DAMIN, 2003).

2.3.1. Principais componentes do leite

A preocupacdo com o consumo de alimentos considerados saudaveis e seguros
deve-se principalmente pela ampla divulgacdo de surtos de DTAs (DURR et al., 2011).
Dentre os produtos de origem animal, o leite tem elevado valor nutricional. Constitui uma das
principais fontes de proteinas na alimentacdo de animais jovens e de humanos de todas as
idades (RIBEIRO et al., 2006). Assim, deve apresentar condi¢cdes sanitarias adequadas, ser
isento de qualquer forma de contaminacdo ou substancia estranha (GRADELHA, 2008).

O leite é uma substancia que tem como constituintes a dgua (87%), além de
componentes organicos como proteinas (3,2%), gordura (3,9%), lactose (4,5-4,8%), vitaminas
e minerais, 0 que o torna uma fonte de nutrientes para o desenvolvimento de diversos
microrganismos patogénicos como E. coli, S. aureus, L. monocytogenes, Salmonella spp,
fungos e leveduras além dos Lactobacillus. Por isso, as etapas de obtencdo, beneficiamente e
producdo de derivados devem ser conduzidas com rigor, quanto as boas praticas e processos
de limpeza, para evitar contaminacdes que além de alterar os produtos, podem representar
riscos a saude (RIBEIRO et al., 2006; RIBAS, 2008; OLIVEIRA et al., 2013).

O conhecimento da composicdo do leite € essencial para um efetivo controle de
qualidade, pois define diversas propriedades organolépticas e industriais. Além disso, também
¢ importante para a fabricacdo de produtos lacteos e seus derivados. Os parametros de
qualidade sdo utilizados para deteccdo de falhas nas praticas de manejo e servem como
referéncia na valorizacdo da matéria-prima (DURR, 2004). A composicdo quimica deve ser
sempre analisada nos laticinios e nas inddstrias em razdo dos padrdes exigidos pelo Ministério
da Agricultura Pecuéaria e Abastecimento (BRASIL, 2011).

O leite bovino apresenta em média 4% de gordura, variando de 2,5 a 5,5%.
Estruturalmente, € uma mistura complexa de componentes e os lipidios ficam em estado de
emulsdo. A gordura esta presente na forma de globulos, constituidos por um ndcleo, composto
principalmente de trigliceridios, protegido por uma membrana lipoproteica, e a maioria dos
acidos graxos encontrados, saturados e insaturados e contém de dois a 20 atomos de carbono
em suas cadeias. Outros lipidios presentes incluem fosfolipidios, colesterol, acidos graxos
livres, mono e digliceridios. A gordura do leite contribui para as caracteristicas de textura,

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

As proteinas do leite sdo facilmente digeridas e tem alto valor biologico. Sao
constituidas de aminoacidos essenciais em quantidades e propor¢oes adequadas. A caseina € a
principal proteina do leite e a que se apresenta em maior quantidade constituindo 80% do total
de proteinas e apresentando concentracdo média de 24 a 28 mg/mL (BONDAN, 2015). A sintese da
caseina ocorre nas células epiteliais da glandula mamaria e € secretada na forma de micelas,
sendo constituida por quatro variantes geneéticas: a-S1, a-S2, B e k-caseina. A caseina €
normalmente estavel a altas temperaturas e ndo é afetada pela pasteurizagdo, contudo quando
ha acidificacdo do leite ocorre desestruturacdo da micela e formacdo de coagulo. Também
ocorre a protedlise da pB-caseina que gera a y-caseina (1 a 2 mg/mL) e outros peptideos
menores (SANTOS e FONSECA, 2007). Segundo O’connell ¢ Foz (2000) o tamanho da
micela é determinado pelo conteddo de k-caseina. Quanto maior for a proporcao de k-caseina
da micela, menor seu tamanho. As moléculas de caseina contém em meédia 96% de proteinas,
2,8% de calcio; 2,3% de fosfato organico; 2,9% de fosfato inorganico; 0,4% de citrato, além
de baixos niveis de Mg, Na e K (ABREU, 2008).

No leite também sdo encontradas as proteinas solUveis e proteinas do soro, que
sdo proteinas globulares como as f-lactoalbumina, o-lactoaloumina, proteoses-peptonas,
imunoglobulinas, transferrina, lactoferrina e enzimas. As soroproteinas diferem da caseina por
sua estrutura globular. As caseinas possuem estrutura micelar (quaternaria), as proteinas do
soro caracterizam-se por dispersdo molecular e estrutura terciaria. Além disso, tem alto valor
nutricional, atribuido pelo teor de aminodacidos sulfurados, relativamente termolabeis, pois se
desnaturam a uma temperatura de 65°C. Nao sdo fosforiladas, o que diminui sua estabilidade
térmica e solubilidade em ions de calcio (PEREIRA et al, 2002; ABREU, 2008).

A lactose (beta-galactosil-1-4-glicose) € um dissacarideo (beta-galactosideo)
composto de glicose e de galactose. A Unica fonte natural deste carboidrato é o leite dos
mamiferos. Ela constitui a primeira fonte de hidrato de carbono para os mamiferos. A lactose
é sintetizada nas células epiteliais das glandulas mamaérias mediante uma reacdo que depende
de duas proteinas, a alfa-lactalboumina e a enzima N-acetilgalactosil-transferase. Sua
concentracdo 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 conteudo de lactose do
leite nas vérias espécies é proporcional a atividade da alfa-lactoalbumina tendo sido
verificado que os animais que ndo possuem essa proteina também ndo produzem lactose,

como os leGes marinhos e as focas do Oceano Pacifico. Do mesmo modo, a concentragdo de
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lactose varia de acordo com o produto lacteo, e a fervura e a pasteurizacdo ndo altera o
contetdo 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 ha, ainda, a presenca em quantidades significativas (0,6 a 0,8%
do peso do leite) de K, Ca, Na, Mg, Cl e S (PRATA, 2001). Ha alta disponibilidade de calcio
e fésforo no leite, em parte porque se encontram associados a caseina. O conteudo 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 ultimas,
estdo as do complexo B e a vitamina C. Mais de dez vitaminas diferentes do complexo B séo
encontradas no leite. Entretanto, com exce¢do da vitamina B2, sdo encontradas em
quantidades pequenas (BRITO et al., 2004).

2.4. Biofilmes na industria de alimentos e importancia da higienizacéo

Uma das grandes preocupac@es das indudstrias alimenticias é a garantia
da qualidade microbiolégica de seus produtos, visando a reducdo de perdas decorrentes da
deteriorizacéo e a diminuicdo de riscos a saude do consumidor. Neste contexto a questdo da
formacdo de biofilmes bacteriano em plantas de processamento de alimentos tem sido
amplamente estudada nos ultimos anos (DAVIDSON e BRANEM, 2005).

Sua ocorréncia tem relacdo direta com a qualidade da matéria-prima,
ritmo de producéo, utilizacdo de equipamentos complexos e automacdo de plantas, sendo
estas as principais causas da contaminacdo dos produtos. A formacdo de biofilmes causas
prejuizos como corrosdo de superficies de equipamentos, aumento da resisténcia a
sanitizantes e na contaminacdo dos produtos por bactérias patogénicas e deteriorantes
(ANDRADE et al., 2008, MEIRA et al., 2012).

A manutencdo do biofilme esta intimamente relacionada com o
mecanismo denominado qudrum-sensing, que consiste basicamente na producao e liberacdo
de moléculas sinalizadoras e auto-indutoras, cuja concentracdo aumenta em funcdo da
densidade populacional bacteriana (WATERS, 2005).

Os principais microrganismos que formam biofilmes sdo Escherichia
coli, Staphylococcus spp, Pseudomonas aeruginosa, Listeria monocytogenes (KAPLAN,
2004).

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

com os solutos dissolvidos determinam as caracteristicas de viscosidade da matriz e condic¢des
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de difusdo dos solutos em seu interior, como nutrientes e metabolitos. A adesdo dos
microrganismos a superficie € influenciada pela natureza do substrato, temperatura, presenca
de flagelos e o estagio de desenvolvimento bacteriano (HOLLEY, 2013).

A elevada quantidade de residuos resultantes do processamento de
alimentos favorece a formacdo de biofilmes em equipamentos, fornecendo protecdo aos
microrganismos (CHMIELEWSKI e FRANK, 2003). Na industria de laticinios, residuos de
leite, especialmente proteinas e sais minerais, constituem a matriz de biofilmes (BREMER et
al., 2006).

A compreensdo da influéncia de todas as varidveis envolvidas na
formacdo de biofilmes, como composicdo da superficie, tipos de residuos presentes
(carboidratos, gorduras, proteinas e sais minerais) e espécies bacterianas auxilia no
entendimento do processo de estabelecimento do biofilme e no seu controle dentro da
inddstria (SIMOES e VIEIRA, 2010).

Diversidade metabolica e a capacidade de adaptacdo a estresses ambientais sdo
caracteristicas fundamentais dos microrganismos (LOPEZ et al., 2010). A ades&o bacteriana,
seja em uma superficie abiotica ou bidtica, é o primeiro estagio na formacdo de biofilmes e é
considerado um processo bastante complexo. Como regra geral, a adesdo priméaria (ou adesao
reversivel) entre bactérias e superficies abidticas ocorre mediada por interacbes fisico-
quimicas ndo especificas, enquanto que a adesdo a superficies bidticas é acompanhada por
interacdes moleculares mediadas por ligacdes especificas do tipo receptor-ligante, através de
lectinas ou adesinas (DUNNE, 2002).

As condigdes higiénico-sanitarias em uma indastria de alimentos sdo
fundamentais para a qualidade do produto final. A limpeza e a sanitizacdo evitam a
contaminacdo e aumentam a vida de prateleira do produto oferecido a populacdo, evitando
dessa forma, ndo sO prejuizos financeiros para industria e consumidores, como também
problemas relacionados a salde publica. Os nutrientes dos alimentos, como as proteinas,
gorduras, carboidratos e sais minerais, deixam residuos nos equipamentos de processamento
da industria, os quais, se ndo forem bem removidos, poderdo acarretar em problemas de
qualidade (JACQUES et al., 2015).

A higienizacdo na industria de alimentos se insere junto as Boas Préaticas de
Fabricacdo (BPF) e a Analise de Perigos e Pontos Criticos de Controle (APPCC), e tem como
objetivo principal a obtencdo de produtos seguros para a populagdo humana (ANDRADE,
2008). A higienizacdo é composta pelas etapas de limpeza e sanitizacdo das superficies,

ambientes de processamento, equipamentos, utensilios, manipuladores e ar do ambiente de
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processamento. A limpeza tem como objetivo fundamental remover os residuos organicos e
minerais aderidos as superficies, constituidos principalmente por carboidratos, proteinas,
gorduras e sais minerais. J& a sanitizacdo engloba a eliminacdo dos microrganismos
patogénicos e a reducdo do numero dos deteriorantes a niveis considerados seguros para a
populagdo humana (BELTRAME et al., 2012).

As etapas do processo de higienizagdo levam em consideracdo as
caracteristicas de solubilidade dos residuos de alimentos em dgua ou em detergentes alcalinos
e acidos. Residuos de carboidratos e de sais minerais monovalentes podem ser removidos com
certa facilidade pela agua associada a agdo mecénica, desde que estes residuos ndo tenham
sofrido a acdo do calor. J& os residuos de gordura sdo removidos com 0 uso de agentes
alcalinos ou tensoativos e para a remocao de sais minerais divalentes como o célcio e o
magnésio sao utilizados os agentes quimicos acidos. Para remoc¢do de residuos proteicos
utilizam-se os agentes alcalinos (Quadro 2) (ANDRADE, 2008).

Quadro 2. Solubilidade em agua, facilidade de remogéo e o efeito do calor dos principais

residuos em equipamentos de processamento em laticinios

] . Facilidade de _
Residuo Solubilidade 3 Efeito do Calor
Remogcé&o
_ Geralmente o o
Carboidrato o ) Facil Caramelizagéo
sollveis em agua
Insollveis em agua,
soluveis em . L
Gordura ) o Dificil Polimerizacao
alcalinos, sollveis
por tensoativos
Sollveis em
Proteinas alcalinos, Solaveis Dificil Desnaturagéao
em &cidos

Sais minerais
monovalentes Solaveis em &gua Facil Incrustacoes

(Na*, K"
Sais minerais

divalentes (Ca™ e | Sollveis em acidos Dificil Incrustacdes
Mg++)

Fonte: ANDRADE, 2008.
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A importancia da pesquisa e do conhecimento associado com as etapas da
limpeza e, o uso de diferentes produtos para higienizacao e sanitizacdo na industria alimenticia
estd em oferecer aos consumidores produtos com qualidade, respeitando as caracteristicas
sanitarias do alimento. Entre os produtos utilizados na limpeza estdo os detergentes alcalinos,
acidos e os tensoativos. Para a sanitizacdo, ha meios fisicos e quimicos (ANDRADE, 2008).

A eficiéncia dos sanitizantes para tratamento de superficie de alimentos pode
ser limitada ou imprevisivel quando grande quantidade de matéria organica estd presente na
agua de lavagem (RUIZ-CRUZ et al., 2007; RAHMAN et al., 2011). Dentre os sanitizantes
empregados na industria de alimentos, principalmente em produtos frescos, a maioria € 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
dissolucdo em &gua, fazem com que os agentes clorados sejam frequentemente utilizados
como sanitizantes na inddstria alimenticia (SELMA et al., 2008; NASCIMENTO e SILVA,
2010; SHEN et al., 2012).

A acdo oxidante e sanitizante dos derivados clorados é controlada pelo acido
hipocloroso (HCIO), produto resultante da hidrdlise da substancia clorada, que é a forma de
cloro livre disponivel com amplo espectro de acdo contra diferentes microrganismos
(PARISH et al., 2003). O 4cido hipocloroso (HCIO) libera oxigénio causado oxidagdo. O
oxigénio combina com componentes do protoplasma celular. Além disso, o préprio cloro
pode se juntar a proteinas de membrana celular e interferir no metabolismo microbiano,
principalmente na inibicdo de enzimas da via glicolitica (VEIGA, 2003).

O cloro é uma substancia corrosiva, que pode provocar irritagdes na pele e no
trato respiratorio (ALVARO et al., 2009). Além disso, outra preocupa¢do com o uso do cloro
estd associada a possibilidade de hipercloracdo da agua residual que, associada ao alto
conteddo de carbono orgéanico, pode resultar em concentracdes elevadas de trihalometanos, e
outros subprodutos da desinfec¢io (RUIZ-CRUZ et al., 2007; RICO et al., 2007; RYAN-
BARRY et al., 2008; SELMA et al., 2008; RAHMAN et al., 2011).

A Agéncia Internacional para Pesquisa do Cancer classifica esses subprodutos
do processo de cloragdo como cancerigenos e a Agéncia de Protecdo ao Meio Ambiente
(Enviromental Protection Agency-EPA) estabeleceram, em 1998, o limite de concentragéo
maxima de 80 pg-L’para trihalometanos totais. Muitos paises europeus, tais como a
Alemanha, tém restringido este limite a 10 ug~L'1 (MACEDO et al., 2001; PAVON et al.,
2008). No Brasil, a Portaria do Ministério da Satde de n° 2914 de 14 de dezembro de 2011,

que estabelece normas para a qualidade da agua para consumo humano e seu padrdo de
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potabilidade, indica que a concentracdo méxima permitida de trihalometanos totais em &gua é
de 0,1mg/L™* (BRASIL, 2011).

Neste contexto, os compostos clorados tém sido foco de preocupacédo
ambiental e alguns grupos ambientalistas tém sugerido a extingdo do uso desse produto em
todo o mundo (RICO et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2008; OLMEZ e KRETZSCHMAR,
2009; TORNUK et al., 2011; RAHMAN et al., 2011).

A sanitizacdo € uma etapa essencial para atribuir maior seguranca e extensao
da vida de prateleira de produtos e, as crescentes restricdes quanto ao uso do cloro, ha a
necessidade da busca por tecnologias alternativas (RUIZ-CRUZ et al., 2007; ALLENDE et
al., 2008b; RICO et al., 2008; VANDEKINDEREN et al., 2008; ALVARO et al., 2009;
GRACA et al.,, 2011; CHEN e ZHU, 2011). Concomitantemente, ha também a busca por
técnicas de desinfeccdo capazes de reduzir com maior eficiéncia, a contaminacdo microbiana
na 4gua de lavagem e nos alimentos (ONGENG et al., 2006; SAO JOSE e VANETTI, 2012).

Considerando a importéncia da etapa de sanitizacéo, o estudo de métodos e/ou
agentes alternativos devem receber atencdo especial. Dentre as alternativas propostas
destacam-se uso de luz ultravioleta, irradiacdo, oz6nio (MARTIN-DIANA et al., 2006;
SELMA et al., 2008), &cido peracético (ALVARO et al., 2009), agua eletrolisada (ABADIA
et al., 2008; RICO et al., 2008; OLMEZ e KRETZSCHMAR, 2009; GRACA et al., 2011),
acidos organicos (AKBAS e OLMEZ, 2007a e b) , o uso do ultrassom (GUERRERO et al.,
2001; SEYMOUR et al., 2002; MASON 2005, CAO et al., 2010; SAO JOSE e VANETTI,
2012) e solucBes com prata (AJLOUNI, 2003; GOPAL et al., 2010).

O objetivo principal destas alternativas para sanitizacdo € assegurar a
conservagdo de alimentos, mantendo seu valor nutritivo e as caracteristicas sensoriais (textura,
cor e sabor) inalterados, com baixo consumo de energia, a custo competitivo, respeito pelo
ambiente e alto grau de seguranca (KODA et al., 2009; GOMEZ-LOPEZ et al., 2010;
CHEMAT etal., 2011).

Dentre os diferentes métodos alternativos de sanitizacdo estudados, o ozénio é
uma tecnologia que vem ganhando espaco na industria de alimentos. Esta alternativa pode ser
utilizada com diferentes objetivos, dentre eles, a remocéo de particulas aderidas a superficies
e a inativacdo de microrganismos. Essa tecnologia associada & sanitizantes permite maior
reducdo da contaminagdo microbiana de alimentos (CHEMAT et al., 2011; CAVALCANTE,
2013).

O Quadro 3 compara as caracteristicas dos processos de desinfec¢do com cloro e

com ozoénio, em relacdo a seguranca, a remo¢do de microrganismos, ao residual téxico, a
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formagé&o de subprodutos, aos custos operacionais e de investimento. Segundo Lazarova et al.
(1999), investimentos no processo de desinfec¢do por ozonio podem ser vantajosos em funcéo
da remocdo de um numero maior de microrganismos, especialmente virus e cistos de
protozoarios e da geracdo de subprodutos menos toXicos.

Quadro 3. Comparacdo das caracteristicas dos processos de cloracdo e de 0zonizagéo.

Caracteristicas Cloracao Ozonizagao
Seguranca + ++
Remocdo de batérias ++ ++
Remocdo de virus + ++
RemocAo de protozoarios” - ++
Residual toxico +++ +
Subprodutos +++ +
Custos operacionais + ++
Custos de investimento ++ 4+

Legenda: -, nenhum; +, baixo; ++, médio;+++, alto.
'Analise in vitro de Criptosporidium spp
Fonte: Lazarova et al, 1999.

2.5. Ozbnio

O o0z6nio ¢ um gas composto por trés dtomos de oxigénio. Dois &tomos
constituem a molécula do oxigénio, o terceiro &tomo, com caracteristica de alta instabilidade
pode facilmente se desligar do oz6nio para se ligar a moléculas de outras substancias
organicas provocando altera¢fes na sua composi¢cdo quimica (KECHINSKI, 2007).

O significado da palavra 0z6nio vem do grego ozein, que significa mal
cheiro. Isto reflete uma de suas caracteristicas, pois 0 0zénio apresenta odor forte quando em
alta concentracdo. O gas é considerado um eficiente sanitizante, sendo este utilizado no
tratamento de produtos alimenticios em paises da Europa e Asia. Existem relatos que desde o
inicio do século 20 o ozbnio é aplicado como agente sanitizante na indUstria alimenticia, e
auxilia na preservacgéo dos alimentos e ingredientes (KIM et al., 1999).

H& também registros do uso como coadjuvante de processamento de
alimentos e bebidas, sendo muito usado na purificacdo e envelhecimento artificial de bebidas
alcoolicas, como vinhos e destilados, e na producédo de sidra, como agente de desinfeccédo e
controle do odor. Na Europa € usado de forma segura e eficiente no tratamento de agua de
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abastecimento da rede publica e no processamento de alimentos e no tratamento de &gua
potével do municipio de San Petesburg em 1910 (NASCIMENTO et al., 2005).

Nos EUA, sua utilizacdo foi feita com o intuito de remover ions de ferro,
manganés, cor, sabores e odores de produtos alimenticios e agua. Desde 1933, diversos
estudos foram realizados com uma grande variedade de produtos como maca, batata, tomate,
morango, brocolis, péra, laranjas, péssegos, uvas, milho e soja. No ano de 1940, foi instalada
a primeira estacdo de tratamento de dgua com ozonizacdo continua. Em 1982, a Food and
Drugs Administration (FDA) declarou agua engarrafada ozonizada como um produto seguro
ao consumo, integrando a lista de produtos GRAS (Generally Recognized as Safe). Em
plantas de tratamento de agua potavel foi reconhecido e declarado como sanitizante seguro
para uso direto em alimentos (United States Departament of Agriculture, 2001).

O ozbnio é usado na Europa como sanitizante e nos EUA é usado como
sanitizante em alimentos sem restri¢cdo alguma. Estudos indicam que o gas pode ser utilizado
como antimicrobiano seguro e eficiente em muitas aplicacfes, sendo necessarias baixas
concentracdes e tempo reduzido para obtencdo de um resultado eficiente na reducdo de

microrganismos (KIM et al., 1999).

2.5.1. Propriedades do ozbnio

O ozb6nio é produzido na estratosfera (25 a 30 km da superficie terrestre)
através da radiacdo ultra-violora (<83 nm), que realiza a quebra das moléculas de oxigénio em
dois atomos altamente ativos. Por meio de uma reacdo endotérmica, cada um destes &tomos se
liga ao oxigénio intacto (O,) para entdo formar a molécula de ozdnio (O3). Também pode ser
produzido durante uma descarga elétrica, o que catalisa a producdo de oz6nio a partir do
oxigénio atmosferico (PIRANI, 2011). Como demonstrado na figura 1, os trés atomos de
oxigénio da molécula de ozénio sdo dispostos em angulo obtuso, em que um atomo de
oxigénio central esta ligado a dois &tomos de oxigénio equidistantes, o angulo incluido é de
aproximadamente 116° 49’ e a ligagdo tem um comprimento de 1.278 A (GUZEL-SEYDIM
etal., 2004).
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Figura 1. Estrutura molecular do ozbnio
Fonte: GREENE et al., 2012.

E incolor, parcialmente sol(vel em agua, instavel, evapora em temperatura de -
112°C, a pressdo atmosférica. O quadro 4 apresenta outras propriedades do oz6énio. Mesmo
em baixas concentracdes seu cheiro é facilmente perceptivel (LAPOLLI et al., 2003). A 0°C,
a solubilidade do 0z6nio € 0.640 L de ozénio/L de &gua, enquanto a 60°C, € insoltvel (HILL
e RICE, 1982). Pehkonen (2001) destaca que alguns cenarios sugerem que 0 mecanismo de
decomposicdo do o0zbnio na agua resulta formacdo de O, e H,O e outros intermediarios
reativos como radicais hidroxil, ions de hidroxido, sendo que em pH acima de 7.5, ocorre
producéo de radicais hidroxila. De acordo com Silva et al. (2011), a taxa de desinfecgéo pelo
0zonio é relativamente independente da temperatura.

Quadro 4. Principais caracteristicas fisico-quimicas do gas 0zonio puro.

Propriedades fisico-quimicas
Ponto de ebulicdo -111,940,3°C
Ponto de fuséo -192,5+0,4°C
Temperatura critica -12,1°C
Pressdo critica 54,6 atm
Calor de formacéo 1447 kd/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 0zdnio se destaca pelo
elevado potencial de oxidacdo, que é de 2,07 mV, sendo eficiente na eliminacdo de
microrganismos através de oxidacdo de suas membranas. Seu potencial oxidativo perde
apenas para o flaor 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 oxidagéo.

Agente oxidante Potencial de oxidacao (mV)
Fluor 3,06
Ozonio 2,07
Perdxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,67
Didxido de cloro 1,50
Hipoclorito 1,49
Cloro 1,36

Fonte: adaptado de PIRANI, 2011.

2.5.2. Geracao de 0zbnio

Para que ocorra a geracdo do gas oz6nio, é necessaria a separacao de
uma molécula diatbmica de oxigénio. A partir da separacdo desta, o oxigénio estara livre para
reagir com uma molécula diatdmica formando assim a molécula triatbmica. Porém, para que
tal reacdo ocorra e haja quebra da ligacdo O-O, uma grande quantidade de energia é essencial
(O’DONNELL, 2012). Logo, a reagdo ¢ altamente endotérmica (AG = + 161,3 kJ/mol) ¢ ¢é
descrita da seguinte forma: 30, <> 203 AH = + 284,5 kJ/mol (SILVA et al., 2011).

Os principais métodos para ocorrer tal reacdo sao o uso de radiacdo ultravioleta
(188 nm) - método fotoquimico - e a descarga elétrica (processo corona) (figura 2), que, por
ser mais eficiente, é utilizada para a geracdo de ozénio em niveis comerciais.

No processo corona, dois eletrodos submetidos & elevada diferenga de
potencial de aproximadamente 100 V s&o separados por uma estreita lacuna, por onde passa ar
ou oxigénio puro (SILVA et al., 2011; O’'DONNELL, 2012). Quando os elétrons possuem
energia suficiente para dissociar a molécula de oxigénio, comecam a ocorrer colisdes, que

causam a dissociacdo do oxigénio e a consequente formacgédo do ozonio (USEPA, 1999).
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Figura 2. Geragdo do ozonio através do processo corona
Fonte: GUZEL-SEYDIM et al., 2004
Segundo Lapolli et al. (2003), ha dois sistemas de geracdo de o0z6nio: um a
partir do ar e outro a partir do oxigénio puro. Para utilizacdo do ar, é necessario seu pré-
tratamento (filtracdo, compressdo, resfriamento e desumidificagdo). A produgéo a partir de
oxigénio puro, que tem um rendimento maior, exige a alimentacdo do gerador com um tanque
de oxigénio liquido precedido de um evaporador, 0 que é uma desvantagem em relacdo ao

custo.

2.5.3 Seguranca

A toxicidade do ozonio varia com a sua concentracdo e a duracao da exposicao.
Tem alta acdo oxidante e pode causar doencas graves e até a morte aos animais, plantas e
organismos vivos se inalado em quantidade elevada. Os sinais de toxicidade s&o acentuados,
irritacdo no nariz e garganta que podem surgir imediatamente ap0s contato com o gas a
concentracdo de 0,1 ppm. Perda de visdo pode surgir apos trés a seis horas de exposicao em
concentracdes de 0,1 a 0,5 ppm (PIRANI, 2011) além de cefaleia, angina no peito, tosse e
garganta seca. Maiores niveis de 0z6nio (5-10 ppm) podem causar aumento do pulso e edema
pulmonar.

Ozénio em niveis de 50 ppm ou mais é potencialmente fatal. Os niveis de
exposicdo ao 0zbnio como recomendado pelo Departamento de Seguranca e Saude
Ocupacional (OSHA) dos EUA sdo mostrados no quadro 6.
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Quadro 6. Niveis apropriados de aplica¢&o do ozonio.

Exposicao Nivel de ozdnio (ppm)
Odor detectavel 0,01-0,05
Limite de 8 horas (OHSA) 0,1
Limite de 15 minutos (OHSA) 0,3
Letal em poucos minutos >1700

Fonte: adaptado de PIRANI, 2011.

2.5.4. Acdo antimicrobiana do o0z6nio

O ozbnio é um poderoso agente oxidante, eficaz na inativacdo de bactérias,
bolores, leveduras, virus, protozoarios, inclusive formas esporuladas e cistos de protozoarios,
gue sdo mais resistentes. A molécula de oz6nio atua como um dipolo com propriedades
eletroliticas e nucleofilicas, reagindo, em solugdes aquosas, com componentes organicos e
inorganicos (SOUZA, 2006; da MATTA JUNIOR, 2015). O oz6nio inativa diversas bactérias,
incluindo Gram negativas e Gram positivas, células vegetativas e formas esporuladas, além de
componentes do envoltério celular, esporos fangicos ou capsideos virais, em concentracdes
relativamente baixas e em reduzido tempo de contato (KIM et al., 1999; KHADRE et al.,
2001; PRESTES, 2007). A reducdo ou a inativacdo da populacdo microbiana devido a
ozonizacgdo depende da concentragdo de oz6nio, do tempo de aplicacdo e do microrganismo
envolvido (KIM e YOUSEF, 2000).

Com o aumento da temperatura, 0 0z6nio se torna menos sollvel e menos
estdvel em &gua, entretanto as taxas de desinfeccdo e de oxidacdo quimica permanecem
relativamente estaveis, a eficiéncia da desinfeccdo parece ter pouca influéncia 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 ozénio e aumentar
significativamente sua taxa de decomposicdo, porém ndo ha nenhum efeito na taxa de
desinfeccédo de bactérias (LANGLAIS et al., 1991; DI BERNARDO e DANTAS, 2005).

Sabe-se que a taxa de destruicdo de microrganismos aumenta com 0 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 a qual o
desinfetante se difunde através da superficie do microrganismo e a sua taxa de reagdo com o

substrato (LANGLAIS et al., 1991). Quando ocorre um aumento de temperatura, 0 0zonio
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torna-se menos sollvel e menos estdvel em &gua, porém a taxa de reacdo com o substrato
organico dos microrganismos aumenta (LAPOLLI et al., 2003; LANGLAIS et al., 1991).

O ozénio atua inicialmente na membrana celular, sendo a superficie da célula
microbiana o primeiro alvo a ser atingido. Sua acdo antimicrobiana é decorrente da oxidacéao
de glicolipideos, glicoproteinas e aminoacidos da parede celular, alterando a permeabilidade e
causando sua rapida lise. O 0z6nio ataca também grupos sulfidrila de enzimas, ocasionando o
colapso da atividade enzimatica celular. Além disso, sua acdo sobre o material nuclear dos
microrganismos altera as bases puricas e pirimidicas dos acidos nucleicos, como ocorre com
alguns virus, onde o ozonio destroi seu RNA além de alterar as cadeias polipeptidicas do
capsideo proteico (SILVEIRA, 2004; HUNT e MARINAS, 1999).

O pH nédo apresenta influéncia direta na desinfeccdo de bactérias, virus e
protozoarios, as alteracGes na eficiéncia do processo de desinfeccdo estdo relacionadas com
mudangas na taxa de decomposi¢do do 0z6nio em funcdo do pH. Sabe-se que em valores de
pH mais elevados ocorre a formacdo de radicais livres de hidroxila, com elevado poder de
oxidacdo, enquanto em valores menores que o pH neutro, a eficiéncia da desinfeccdo tem sido
creditada ao ozonio molecular (LANGLAIS et al., 1991; DI BERNARDO e DANTAS, 2005).

Com o0 aumento da temperatura, 0 0zoénio se torna menos sollUvel e menos
estdvel em &gua, entretanto as taxas de desinfeccdo e de oxidagdo quimica permanecem
relativamente estaveis, a eficiéncia da desinfeccdo parece ter pouca influéncia da temperatura
até 30° C (DI BERNARDO e DANTAS, 2005; USEPA; 1999). Estudos mostram que um
aumento na temperatura de 0 a 30° C pode reduzir a solubilidade do ozénio e aumentar
significativamente sua taxa de decomposicdo, porém ndao hd nenhum efeito na taxa de
desinfeccdo de bactérias (LANGLAIS et al., 1991; DI BERNARDO e DANTAS, 2005).

Sabe-se que a taxa de destruicdo de microrganismos aumenta com 0 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 a qual o
desinfetante se difunde através da superficie do microrganismo e a sua taxa de reacdo com o
substrato (LANGLAIS et al., 1991). Quando ocorre um aumento de temperatura, 0 0zonio
torna-se menos soltvel e menos estavel em agua, porém a taxa de reagcdo com o substrato
organico dos microrganismos aumenta (LANGLAIS et al., 1991; LAPOLLI et al., 2003).

A ozonizacdo é um tratamento altamente eficaz contra microrganismos
patogénicos ou deterioradores encontrados em frutas e verduras frescas. De acordo com Foley

et al. (2003) a sanitizacdo de produtos frescos com &gua ozonizada € uma excelente
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ferramenta para reduzir a populacdo de microrganismos e parasitas da superficie destes o que
reduz o risco de doencas sendo necessério avaliar a tolerancia de frutas e hortaligas quanto a

doses e tempos de exposi¢do a agua ozonizada.

2.5.5. Utilizagao do oz6nio na industria de alimentos

O uso de ozbdnio como agente antimicrobiano, sua aplicagdo no
processamento e no armazenamento de alimentos e utilizacdo na inddstria, tem sido estudado
ha alguns anos. Dentre os alimentos examinados destacam-se as frutas e vegetais; 0s graos em
geral; a carne e seus derivados, assim como o pescado e seus derivados (CAVALCANTE,
2013).

Tiwari e Muthukumarappan (2012) citam a acdo do o0zbnio como
ferramenta de desinfeccdo em frutas e legumes (alface, macé, coentro, cenoura, meldo, batata,
mirtilo, aipo, pepino). O principal propdsito da ozonizagdo de frutas e legumes, além da
inativacdo de microrganismos patogénicos e deteriorantes, é a destruicdo de residuos de
pesticida e de outros produtos quimicos. Em geral, o processo € feito com 0zénio gasoso,
lavagem com &gua ozonizada ou ainda em sucos de frutas.

O ozénio tem sido também utilizado, inclusive nas industrias, para controlar o
desenvolvimento de pestes (insetos e microrganismos em geral) em grdos armazenados,
desinfetar farinhas e degradar moléculas potencialmente téxicas (LULLIEN-PELLERIN,
2012). Kells et al. (2001) avaliaram a acdo do oz6nio sobre besouros e tracas em milho e
observaram uma taxa de mortalidade de 92%.

O uso da ozonizacdo na cadeia da carne também pode ser na fase gasosa ou
aquosa (POHLMAN, 2012). Castillo, (2003) avaliaram o impacto da lavagem de carcacas
com spray de &gua ozonizada comparando com agua nao ozonizada. As carcacas foram
contaminadas com E. coli e S. typhimurium. Os resultados foram parecidos, porém a pressao
usada na lavagem com agua nao ozonizada foi bem superior. O uso do 0zénio na carne pode
provocar perdas da caracteristica normal como a coloracdo vermelha, conferida pela
oximioglobina, a qual é oxidada a metamioglobina, ocasionando coloragcdo mais escura a
carne. Da mesma forma, a oxidacdo dos lipidios de cadeia dupla também pode ocorrer
(POHLMAN, 2012).

O ozobnio é utilizado para a esterilizagdo de equipamentos e da &rea de
producdo, a desinfeccdo de embalagens, a reducdo da carga microbiana da agua usada para

resfriamento de frangos, o tratamento de frutas e hortalicas visando aumento da vida de
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prateleira, o combate a biofilmes microbianos localizados em superficies de metais, entre
outros (PIRANI, 2011).

A utilizacdo do gas sobre o leite fluido produz reducdo nas contagens de
microrganismos aerobios mesofilos enterobactérias, psicotroficos, S. aureus, bolores e
leveduras foi observado por um periodo de 10 minutos, onde ocorreu uma significativa
reducdo destes microrganismos. A partir da aplicacdo por 15 minutos observou-se reducoes
significativas de 0.60 ciclos log, 0.96 ciclos log, 0.13 ciclos log, 1.02 ciclos log e 0.48 ciclos
log para aerobios mesofilos, Enterobacteriaceae, psicrotroficos, 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 ozonizacdo sobre a populacdo de L. monocytogenes em amostras de leite e
observaram que a partir de 10 minutos o efeito antimicrobiano do ozénio foi eficiente, pois,
houve eliminag&o total do microrganismo.

Lanita e Silva (2008) compararam trés tratamentos com ozonio no controle de
bolores e leveduras em queijo tipo parmesdo, em condi¢fes industriais. Foram realizados
tratamentos apenas com ozodnio, 0zonio e lavagem dos queijos e, lavagem e aplicacdo de
fungistatico natamicina. Como resultado, as médias das contagens aos 60 dias do tratamento 2
foram significativamente superiores as dos outros tratamentos. Serra et al. (2003) verificaram
a acdo fungicida do 0z6nio em sala de maturacao de queijo, tanto no ar quanto em superficies.
Os tratamentos reduziram os bolores do ar, mas ndo afetaram a viabilidade dos bolores nas
superficies.

Segundo Cullen e Norton (2012) uma das primeiras pesquisas com 0z0nio na
indUstria de leite foi realizada por Greene et al. (1993), o qual compararam a efetividade da
agua ozonizada com um sanitizante clorado para desinfeccdo de superficies de metal
contaminadas com leite UHT inoculado com colonias de Pseudomonas fluorescens e
Alcaligenes faecalis, e concluiram que ambos os tratamentos tiveram alta eficiéncia, com 99%
de reducéo da microbiota.

Guizel-Seydim et al. (2000) estudaram o uso de agua ozonizada a 10°C, como
técnica de limpeza prévia de superficie metalica comum em equipamentos da industria de
laticinios, comparando com a limpeza convencional, que € feita com agua aquecida a 40°C.
As taxas de remocao foram de 84% dos residuos de leite pela dgua ozonizada, enquanto a

agua morna removeu 51%.
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ACAO DO 0ZONIO SOBRE ESCHERICHIA COLI E LACTOBACILLUS SAKEI E
INTERFERENCIA DA MATERIA ORGANICA

RESUMO

O ozb6nio tem sido utilizado na inddstria de alimentos por sua acdo no controle de
microrganismos indesejaveis através de seu elevado potencial oxidativo tornando-o um
importante agente antimicrobiano. S&0 escassos os dados sobre a agdo do oz6nio sobre
microrganismos benéficos como as bactérias acido laticas e a interferéncia de matéria
organica na sua acdo sanitizante. Essa pesquisa objetivou avaliar a agdo do ozénio sobre o
desenvolvimento de Escherichia coli (ATCC® 11229™) e Lactobacillus sakei subsp. sakei
(ATCC® 15524™) com e sem associacdo de substratos organicos. Como substratos orgéanicos
foram utilizados leites de vaca com diferentes composi¢des: integral homogeneizado com
lactose, integral homogeneizado sem lactose, deshatado homogeneizado com lactose,
desnatado homogeneizado sem lactose e integral sem homogeneizacao; também, avaliou-se a
adgua como o substrato pardmetro de comparagdo. O gas ozénio foi utilizado nas
concentracdes 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 0 meio De Man Rogosa Sharpe. Adotou-
se delineamento inteiramente casualizado, em esquema em fatorial 2 x 6 x 4, sendo duas
concentrages, seis substratos e quatro periodos de exposicdo ao gas com trés repeticbes. Os
resultados obtidos demonstraram para ambas as espécies avaliadas que a composi¢do dos
substratos organicos interfere na acdo do ozénio. As maiores reducdes foram obtidas quando
se utilizaram agua e leite desnatado homogeneizado sem lactose. Observou-se que a E. coli é
mais sensivel a acdo do ozoénio em substratos organicos que Lb. sakei. Quando se avaliou a
acdo do ozdnio sobre E. coli no substrato organico leite desnatado homogeneizado com
lactose, independentemente do tempo, as redugdes na contagem foram de 1,16 e 2,22 ciclos
log, para concentracBes do 0zonio equivalentes a 21 e 31 mg/L, respectivamente. Por outro
lado, para Lb. sakei a maxima reducdo na contagem permaneceu em torno de 0,3 ciclo log,
guando se ozonizou o substrato leite desnatado homogeneizado com lactose. Destaca-se que
em &gua, obteve-se a maxima reducédo possivel, levando-se em consideracdo o indculo inicial
e a técnica de quantificacdo adotada. Os resultados permitem concluir que substratos
organicos, como 0s principais componentes do leite, interferem na acdo do ozonio sobre E.
coli diminuindo a sua eficacia como sanitizante e reforcando a necessidade de remocao
adequada de matéria organica nos processos de limpeza, porém independentemente da
presenca desses substratos, o 0zbnio ndo altera significativamente, o desenvolvimento de
bactérias acido laticas. E por fim, a aplicacdo de ozodnio, nas concentracfes avaliadas, nao
produz alterages na composicao do leite de vaca.

Palavras—chave: ozonizagao, leite, bactérias acido laticas, sanitizacdo de equipamentos.
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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.INTRODUCAO

Entre os microrganismos causadores de doencas de origem alimentar, destaca-
se E. coli, responsavel por surtos alimentares (ASAO, 2003; SCHIMD, 2009; SCALLAN et
al., 2011; SECRETARIA DE VIGILANCIA EM SAUDE, 2011; EUROPEAN CENTRE
FOR DISEASE PREVENTION AND CONTROL, 2011). Esse microrganismo é de interesse
em sanidade animal e salde pablica visto que pode causar doengas tanto em animais quanto
em seres humanos. Diversas pesquisas descrevem a presenca desses agentes em alimentos de
origem animal e vegetal, como produtos carneos, lacteos, frutas e grdos no pais 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 a familia Enterobacteriaceae, o género Escherichia compreende as
espécies E. coli, E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii, E. vulneris. No entanto, a principal
espécie de importancia é E. coli (CAMPOS e TRABULSI, 2002). E um bastonete curto,
Gram negativo, ndo esporulado, medindo entre 1,1 a 1,5 pum por 2 a 6 pum, a maioria é movel,
devido a existéncia de flagelos peritriqueos. A temperatura 6tima de crescimento é por volta
dos 37°C (BARNES et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2004; QUINN et al., 2005). E. coli faz
parte do grupo de coliformes fecais (coliformes a 45°C) sendo considerada o mais especifico
indicador de contaminacdo fecal e eventual presenca de bactérias patogénicas (OLIVEIRA et
al., 2004). Varios fatores contribuem para sua disseminacdo no meio ambiente, pois €
excretada nas fezes podendo sobreviver nas particulas fecais, poeira e agua por semanas ou
meses, porém seu ambiente normal € o trato intestinal (ANDRADE, 2005; SAVIOLLI, 2010).

Os isolados de E. coli, tanto de animais quanto de humanos, foram associados a
patogenicidade ou mecanismo de viruléncia especifico, que podem ser componentes do
préprio microrganismo ou genes adquiridos por plasmidios, por meio dos quais as bactérias
foram classificadas em patotipos. Estes patotipos podem ser classificados de acordo com suas
caracteristicas de viruléncia em EPEC (E. coli enteropatogénica), ETEC (E. coli

enterotoxigénica), EIEC (E. coli enteroinvasora), EHEC (E. coli enterohemorégica), EaggeC
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(E. coli enteroagregativa), UPEC (E. coli uropatogénica), NMEC (E. coli meningite neo
natal), REDEC (E. coli enteropatogénica) e APEC (E. coli patogénica aviaria) (CROXEN e
FINLAY, 2010; SAVIOLLLI, 2010).

Bacterias acido-laticas (BAL) sdo um grupo de microrganismos Gram positivos,
catalase negativos, ndo formadores de esporos e que geralmente crescem sob condicOes
microaerdfilas ou estritamente anaerdbicas (AXELSSON, 2004; KONDYLI et al., 2012).

Os mais importantes géneros sdo Lactobacillus, Lactococcus, Enterococcus,
Streptococcus, Pediococcus, Leuconostoc, Weissela, Carnobacterium, Tetragenococcus e
Bifidobacterium. O modo de fermentacdo em combinacéo com caracteristicas fisiologicas, faixas
de temperatura para o crescimento e utilizacdo de acUcar foram utilizados como critérios de
classificacéo para alocar géneros e espécies de BAL (LIU et al., 2014). S&o classificadas devido a
sua capacidade de fermentacdo da lactose através de seu metabolismo homo ou
heterofermentativo, sendo amplamente utilizados como culturas iniciadoras em alimentos
fermentados (AXELSSON, 2004). BAL homofermentativas produzem apenas acido lético,
como produto final, enquanto as heterofermentativas produzem, além de &cido latico, substancias
como dioxido de carbono, acido acético, etanol, aldeido e diacetil (BRUNO e CARVALHO,
20009).

Além disso, essas bactérias sdo conhecidas pela producédo de vérias substancias
antimicrobianas, potencialmente utilizadas como agentes de conservacdo de alimentos,
geradores de aromas e formacdo da textura nos produtos lacteos fermentados (DELAVENNE
etal., 2012; WIDYASTUTI et al., 2014).

O género Lactobacillus spp. estd amplamente distribuido no meio ambiente,
especialmente em alimentos vegetais, no trato gastrintestinal e genital. A sua ocorréncia é
influenciada por diversos fatores ambientais, tais como pH, presenca de oxigénio, presenca de
fatores especificos e interacdes com outras bactérias (HOLT e KRIEG, 1994; GILLILAND et
al., 2002). Sdo bactérias Gram positivas, ndo formadores de esporos, ndo flagelados,
geralmente anaerdbicos facultativos. Sdo estritamente fermentativos, acumulando acido latico
no meio como produto do metabolismo primario e raramente, apresentam patogenicidade. O
seu pH 6timo de crescimento situa-se na faixa de 5,5 e 6,3 e possuem faixa étima 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 patogénicas e deteriorantes presentes em
produtos carneos e pescado, sendo amplamente utilizado na fermentagdo desses produtos,

apresentando importante potencial tecnoldgico. Lb. sakei resiste as condi¢fes adversas dos
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processos de fermentacao, tais como a concentracao elevada do sal, a baixa atividade da agua,
a baixa temperatura e o pH (MCLEQOD et al., 2010).

A busca de novas técnicas ou substancias que sejam eficientes na conservacao
de alimentos, que apresentem baixa toxicidade e que mantenham as caracteristicas de cor,
textura, sabor e aroma 0 mais préximo ao natural do produto, ainda é um desafio para 0s
paises desenvolvidos e em desenvolvimento, apesar dos avangos na ciéncia e na tecnologia,
Nesse sentido, as industrias alimenticias utilizam técnicas de biopreservacdo e incentivam
pesquisas na busca de alternativas de tratamentos sanitizantes aplicados aos alimentos, que
apresentem caracteristicas bioconservadoras, de forma a atender as exigéncias do mercado
(FRANCO et al., 2008)

Os tratamentos aplicados aos alimentos devem garantir a permanéncia de
microrganismos benéficos e eliminar os patogénicos e deteriorantes do produto final, além de
preservar suas qualidades nutricionais. O processo de sanitizagdo dos alimentos e plantas de
processamento constitui uma etapa crucial na eliminagdo ou reducdo dos contaminantes
microbiologicos presentes e, de certa maneira, contribuem para extensdo do periodo de
validade dos produtos (FRANCO et al., 2008; TRONCO, 2010; SCHITTLER, 2012).

A utilizagdo de produtos a base de cloro é a mais frequente em decorréncia do
amplo espectro de a¢do. Contudo, é comprovadamente verificado que produtos clorados, sob
condicBes de pH, temperatura e de alguns tipos de acidos resultantes da decomposi¢do de
matéria organica podem formar substancias tdxicas indesejaveis como o0s organoclorados,
tricloro metanos e acidos cloro acéticos (RICO et al., 2007; OLMEZ e KRETZSCHMAR,
2009). Além disso, ha a desvantagem de poder alterar o sabor pela presencga de residuos no
alimento (MAISTRO, 2001; OLIVEIRA e VALLE, 2000).

A utilizacdo de outros produtos em substituicdo ao cloro e seus derivados, que
confiram seguranca e qualidade microbioldgica € pertinente. Diversos estudos tém
comprovado a eficacia de agentes sanitizantes em substituicdo ao cloro, como ultrassom,
4cidos organicos, ozonio, peroxido de hidrogénio irradiacdo, entre outros (GONZALEZ-
AGUILAR et al., 2010; PRESTES, 2007; HOLTZ, 2006).

O ozbnio tem sido utilizado em industrias alimenticias para limpeza de
superficies e no tratamento de alimentos, a partir de sua validagdo como um quimico
Generally Recognized as Safe (GRAS) pela Food and Drug Administration (FDA). Este gas
tem se mostrado um eficiente bactericida por apresentar alto poder de oxidagdo (2,07mV),
sendo menor somente, que o fldor (3,06 mV). Resultados relevantes foram encontrados na

aplicacdo do ozonio em frutas, sucos, grdos em geral, carne e derivados, pescado e derivados
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e vegetais. Porém apesar de sua forte acdo oxidante, a eficcia do processo de ozonizagéo
pode ser influenciada por diversos fatores como pH, temperatura e composicdo da matéria
organica (KELLS et al., 2001; CASTILLO, 2003; TIWARI e MUTHUKUMARAPPAN,
2012; LULLIEN-PELLERIN, 2012; POHLMAN, 2012).

O oz6nio é empregado como tecnologia moderna, reconhecida por ser eficaz na
reducdo ou mesmo eliminacdo de microrganismos patogénicos, além de melhorar as
condicdes de processamento de muitos produtos, atendendo as novas tendéncias de mercado.
Contudo, ha a necessidade de estudo sobre a influéncia dos substratos na acdo sanitizante do
gas e melhores padronizac6es e quantificacdo de niveis seguros de aplicacdo (COELHO et al.,
2015). Apesar de sua eficacia comprovada sobre microrganismos patogénicos, hd uma
caréncia de pesquisas que demonstrem sua acdo sobre microrganismos benéficos, incluindo os
probidticos, como os lactobacilos. Pesquisas sobre a melhor dosagem e tempo de aplicacao do
gas devem ser realizadas, pois agentes sanitizantes podem afetar aspectos sensoriais e
nutritivos de maneira indesejavel (ARTES et al., 2009).

Da mesma forma, é fundamental a realizacdo de estudos que busquem elucidar
a influéncia da composi¢do do meio no gue se refere a presenca de matéria organica, sobre a
acdo e efeitos do gas, para que seja possivel estabelecer condi¢cdes mais efetivas e seguras da
sua aplicacdo. O leite € uma combinagdo complexa de diversos elementos sélidos em agua,
que representam, aproximadamente, 12 a 13% do leite e a 4gua, aproximadamente, 87%. Os
principais elementos sélidos do leite sdo lipidios (gordura), carboidratos, proteinas, sais
minerais e vitaminas, representando um substrato organico interessante devido a possibilidade
de alterag@o desses componentes.

O objetivo do trabalho foi avaliar a acdo do ozonio sobre o desenvolvimento de E. coli
e L. sakei utilizando o leite com diferentes composi¢des como substrato organico, a fim de
verificar a sua eficiéncia como sanitizante, a sua a¢do sobre microrganismos com potencial

tecnoldgico na producéo de alimentos e, os efeitos sobre os principais componentes do leite.
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2. MATERIAIS E METODOS

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

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

Foram utilizadas as cepas Escherichia coli (ATCC® 11229™) e Lactobacillu
sakei subsp. sakei (ATCC® 15521™) cedidas pelo Laboratorio de Inspegdo de Produtos de
Origem Animal, da Universidade Federal de Vicosa, MG, e que foram mantidas em Agar
Tripticase de Soja, enriquecido com Extrato de Levedura (TSA-YE) (Kasvi®). Antes de cada
inoculacédo, foram recuperadas em Caldo Tripticase de Soja (TSB) (Bacto™) e semeadas em
TSA-YE em superficie incubadas a 35°C por 24 horas.

Como substratos organicos foram utilizados: Leite Integral Na&o
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 Instrucdo Normativa 62/2011 (BRASIL,
2011), a classificacdo do leite, em relacdo 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 eliminacdo de qualquer outro
microrganismo e resfriados antes das inoculacdes. Todos os procedimentos também foram

conduzidos em agua destilada utilizada como parametro de comparacao.

2.2. Preparo dos indculos

Colonias desenvolvidas no TSA-YE foram inoculadas em solugéo salina 0,85%
de forma a obter-se grau de turvacdo correspondente ao tubo 1 da escala nefelométrica de
McFarland (Nefelobac®, Probac do Brasil), contendo aproximadamente 3,0 x 10® UFC/mL

(inéculo mae). A partir desse indculo, 9,0 mL eram transferidos para baldo volumétrico
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contendo 91 mL de cada substrato, como forma de se obter contagens aproximadas de 10°
UFC/mL; ap6s, 3,0 mL eram inoculados em 297 mL do substrato obtendo-se contagens

correspondentes a cerca de 10* UFC/mL.

2.3. Aplicagéo do ozénio

O géas ozodnio foi obtido por meio de um gerador de ozonio (Modelo O&L 3.0-
02 RM, da Ozone & Life®) baseado no método de Descarga por Barreira Dielétrica que é
produzido ao aplicar uma alta tensdo entre dois eletrodos paralelos, tendo entre eles um
dielétrico (vidro) e um espaco livre por onde flui o ar seco. Neste espaco é produzida uma
descarga em forma de filamentos, que gera elétrons com energia suficiente para produzir a
quebra das moléculas de oxigénio (O3), formando o ozbnio (O3z). O insumo de oxigénio €
obtido por concentrador de oxigénio acoplado ao gerador de ozonio.

A concentragdo de oz6nio foi determinada pelo método iodométrico, descrito
por Clesceri et al. (2000) e Couto et al., 2016, onde o borbulhamento de massa gasosa
contendo ozénio em 50 mL de solucdo de iodeto de potassio (KI) 1 N, produz iodo (I,). Para
isso é necessario acidificar o meio com 2,5 mL de &cido sulfarico (H,SO,) 1 N, depois do
borbulhamento. A solucgdo foi titulada com tiossulfato de sédio (Na,S;03) 0,01 N, com uso de
solugéo 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 didmetro. Antes da ozonizacdo de
cada amostra, a coluna de vidro foi sanitizada, com borbulhamento do préprio gas 0z6nio em
agua, por cinco minutos. Foi instalado o destruidor térmico catalitico depois da coluna de

0zonizacdo, necessaria para decomposicao do ozénio residual.

2.4. Bindmios concentracdo de 0z6nio x tempo de exposicao

A partir de resultados obtidos em estudos anteriores desenvolvidos pelo grupo
de pesquisa dos laboratorios envolvidos (SANTOS, 2013; COUTO et al.,, 2016) e por
Sheelamary e Muthukumar, 2011, foram aplicadas as concentracdes 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 microbioldgicas dos substratos inoculados

As contagens de E. coli antes e apds o processo de ozonizagdo, foram
realizadas por meio de semeaduras em sistema Petrifilm™ EC (3M do Brasil) conforme
recomendacdes 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 incubacdo a 35°C por 24 horas. Os resultados das contagens dos

microrganismos testados foram convertidos em logso.

2.6. Analises fisico-quimicas

As amostras foram analisadas quanto aos teores de proteina, lactose, gordura,
solidos ndo gordurosos e por meio de equipamento ultrassénico 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 concentracdes (21 e 31 mg/L), seis substratos (LINH, LIH, LD, LDZL,
LIZL e agua destilada) e quatro periodos de exposicdo ao gas (0, 5, 15 e 25 min) com trés
repeticBes. Foi realizada analise de variancia 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 andlise de regressdo. Anélise de regressdo foi adotada quando se avaliou o
efeito do periodo de ozonizagédo. Utilizou-se o software SigmaPlot na obtencdo das equacdes

de regressdo e na plotagem dos gréficos.
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De acordo com a Analise de Variancia, ndo houve variacdo significativa

(p>0,05) na reducdo da contagem de E. coli em decorréncia da interacdo tripla entre

concentracdo do ozodnio, substrato e periodo de exposi¢do ao gas (Tabela 1). Entretanto, as

interacOes entre concentracdo do 0zonio e substrato e entre substrato e periodo de exposi¢do

ao gas foram significativas (p<0,01). Com relacdo a reducdo na contagem de Lb. sakei,

verificou-se variacdo significativa (p<0,01) devido a interacdo tripla entre concentracdo do

0z0Onio, substrato e periodo de exposi¢édo ao gas.

Tabela 1. Resumo da anélise de varidncia referente a reducéo nas contagens de Escherichia

coli e de Lactobacillus sakei (log No/N) inoculadas em leite com diferentes composicdes

ozonizados em diferentes combinacGes de concentracdo do 0zonio e periodo de exposicdo ao

gés.
Fonte de variacso Grau de Quadrado Médio Quadrado Médio
Liberdade Escherichia coli Lactobacillus sakei
Concentracéo (C) 1 0,9209* 0,1333**
Substrato (S) 5 24,2078** 25,2286**
Periodo (P) 3 31,2420** 7,5229**
CxS 5 1,0045** 0,0199 "™
CxP 3 0,2564"™ 0,0154™
SxP 15 3,2660** 2,8527**
CxSxP 15 0,2374™ 0,0284**
Tratamentos 47 5,8304** 4,0895**
Residuo 96 0,2260 0,0106
CV (%) 36,55 15,29

Legenda: ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01).
* significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05).
™ ndo significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05).

cv- coeficiente de variacéo
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Na Tabela 2 estdo contidos os valores médios relativos a reducdo (log No/N) na
contagem de E. coli devido a interagdo entre concentracdo do o0z6nio e os leites com
diferentes composicdes, independentemente do periodo de exposi¢cdo ao gas. Quando se
analisou a variacdo na reducdo da contagem de E. coli em cada uma das concentra¢des do gas,
0s maiores valores médios (p<0,05) foram obtidos quando os substratos foram agua 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 variacdo siginificativa (p<0,05) na
contagem de E. coli com 0 aumento da concentragdo do gas, sendo equivalente a 1,16 e 2,44
ciclos log, nas concentragfes do ozénio de 21 e 31 mg/L, respectivamente. Ressalta-se a
inexpressiva reducdo na contagem de E. coli em decorréncia da ozonizagdo nos substratos

LINH e LIH. No substrato LIH, os valores médios obtidos foram inferiores a 0,4 ciclo log.

Tabela 2. Valores médios referentes a reducdo na contagem de Escherichia coli (log No/N)
em leite com diferentes composi¢des ozonizados nas concentragdes de 21 e 31 mg/L

independente do periodo de exposicdo ao gas

C Substrato
(mg/L) 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 0,3740,23Ad 1,23+0,92aC 3,10+0,88aAB 2,44+0,77aB  3,38+0,04aA

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minGscula na coluna e de mesma letra maiuscula na linha
ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

LINH — Leite Integral Nd0 Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD — Leite
Desnatado; LDZL — Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL — Leite Integral Zero Lactose; AD — Agua
destilada.

Na Figura 3 sdo apresentadas as curvas de regressao referentes a reducdo na
contagem de E. coli em leite com diferentes composi¢cdes ozonizados, com periodos de
exposicao de até 25 mim, independentemente da concentracdo do gas. Observou-se que, a
medida que se eleva o periodo de exposicdo ao 0z6nio, hd incremento na reducdo da
contagem de E. coli para todos os substratos. O incremento na reducédo da contagem de E. coli
durante o periodo de ozonizacdo foi mais acentuado quando se utilizaram agua destilada e
LDZL como substratos, atingindo-se valores superiores a 3,0 ciclos log. Por outro lado, o
incremento na reducdo da contagem de E. coli em decorréncia da ozonizagdo foi menos
acentuado nos substratos LINH e LIH, com reduges inferiores a 0,8 e 0,6 ciclo log,

respectivamente, depois de 25 min de ozonizagéo.
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Figura 3. Reducdo na contagem de Escherichia coli (log No/N ) em leite com diferentes

composicdes em funcdo do periodo de ozonizacéo.

Legenda: LINH — Leite Integral Ndo Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD —
Leite Desnatado; LDZL — Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL — Leite Integral Zero Lactose; AD —
Agua destilada.

Na Tabela 3 encontram-se as equacdes de regressdo ajustadas para reducdo na
contagem de E. coli em leite com diferentes composi¢cbes em funcdo do periodo de
0zonizacao e seus respectivos coeficientes de determinacao.

Tabela 3. Equaces de regressdo ajustadas em funcao do tempo para reducdo na contagem de
Escherichia coli (log No/N) em leite com diferentes composi¢Ges em funcdo do periodo de

0zonizagdo e seus respectivos coeficientes de determinagéo (R2).

Substrato Equacdes ajustadas R®
LINH y =0,022+0,028 x 0,98
LIH y =0,023x 0,99
LD y = 0,086 + 0,070x 0,91
LDZL ¥ = 3,652(1 — e(70233%)) 0,99
LIZL § = 0,228(1 — e(~0100%)) 0,93
AD § = 3,505(1 — e(-0:593%)) 0,99

Legenda: LINH — Leite Integral Ndo Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD —
Leite Desnatado; LDZL — Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL — Leite Integral Zero Lactose; AD —
Agua destilada.

Os valores médios relativos a reducdo na contagem de Lb. sakei em ciclos log,

guando se avaliaram diferentes combinacgdes de substratos e periodos de exposi¢do ao 0zonio
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em funcdo da concentracdo do gas sdo apresentados na Tabela 4. Em geral, ndo houve
aumento significativo (p<0,05) na reducdo da contagem de Lb. sakei com o aumento da
concentracdo do o0z6nio, exceto no substrato LD, em periodos de exposicdo de 5 e 15 min, e

no substrato LDZL combinado com periodo de ozonizacdo de 25 min.

Tabela 4. Valores médios referentes a reducao na contagem de Lactobacillus sakei (log NO/N)

em diferentes combinacdes de substrato (S) e periodo de exposi¢do (P) nas concentragdes (C)

de oz6nio de 21 e 31 mg/L

S X P (min) € mg'L) S X P (min) ¢ mg'L)
21 31 21 31

LINH/5 0,044+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 0,3240,03a 0,40+0,07a
LIH/15 0,03+0,0l1a 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 0,0740,10b  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 minuscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo Teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

LINH — Leite Integral Ndao Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD — Leite
Desnatado; LDZL — Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL — Leite Integral Zero Lactose; AD — Agua
destilada.

Na Tabela 5 podem ser observados os valores médios de reducdes em ciclos log na
contagem de Lb. sakei, quando se avaliaram diferentes combinagdes de concentragdo do
0zOnio e periodos de exposicdo ao gas em leite com diferentes composicdes. Verificou-se
diferenca significativa (p<0,05) em todas as combina¢Bes de concentracdo do ozbdnio e
periodo de exposicdo ao gas em funcdo do substrato utilizado. As maiores reduces na
contagem de Lb. sakei foram observadas quando foram ozonizados na agua 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 reducdo na contagem de Lb. sakeli
quando utilizado o substrato LIH. Na avaliacdo do efeito do 0z6nio na contagem de Lb. sakei
no substrato LIH, os valores médios de reducdo permaneceram inferiores a 0,1 ciclo log, em

todas as combinagdes de concentracdo do 0zonio e periodo de exposi¢do ao gas.
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Tabela 5. Valores médios referentes a reducéo na contagem de Lactobacillus sakei (log No/N)
em diferentes combinacGes de concentracdo de gas (C) e periodo de exposicao (P) em leite

com diferentes composicoes

Cc Substrato
(mg/L) x P (min) 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+0,0l1e 0,2940,09cd 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 0,3740,11c 3,70+0,07a

Legenda: Médias seguidas de mesma letra minuscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo Teste
de Tukey a 5% de probabilidade.

LINH — Leite Integral Nd0 Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD — Leite
Desnatado; LDZL — Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL — Leite Integral Zero Lactose; AD — Agua
destilada.

Na Tabela 6 estdo contidas as equacOes de regressdo ajustadas para reducdo na
contagem de Lb. sakei em leite com diferentes composicGes, nas concentracdes de 21 e 31
mg/L, em funcdo do periodo de ozonizacédo e seus respectivos coeficientes de determinacao.
Verificou-se reducdo mais acentuada quando o substrato foi agua. Nos substratos que
continham matéria organica, esse comportamento foi mais acentuado no LDZL. Nesse
substrato, observou-se aumento na reducdo da contagem de Lb. sakei com o aumento da
concentracdo do gas. Quando se adotou concentracdo do ozénio de 21 mg/L, obteve-se
reducdo de aproximadamente 1,0 ciclo log, depois de 25 min de ozoniza¢do. Na concentracéo
de 31 mg/L por periodo de exposicdo de 25 min, a reducdo na contagem de Lb. sakei foi de

aproximadamente 1,5 ciclo log.
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Tabela 6. Equacgdes de regressdo ajustados em funcdo do periodo de ozonizacdo ao 0zénio
para reducdo na contagem de Lactobacillus sakei (log No/N) em leite com diferentes
composicdes e nas concentragdes de 21 e 31 mg/L e seus respevtivos coeficientes de

determinacéo

Concentracéo do

oz6nio (mg/L) Substrato Equacbes ajustadas R?

LINH y =-0,035+0,015x 0,89

LIH y =0,001+0,001x 0,85

’1 LD y =0,010+0,011x 0,84
LDZL § = 0,918(1 — e(-0388%)) 0,96

LIZL § = 0,407(1 — e(-0319%) 0,99

AD ¥ = 3,634(1 — e(-0489%) 0,99

LINH y =-0,023+0,014x 0,85

LIH y =0,001+0,002x 0,95

a1 LD y =0,302+0,648x 0,99
LDZL § = 1,723(1 — e(-0065%)) 0,89

LIZL § = 0,378(1 — e(-0%55%)) 0,99

AD § =3,747(1 — e(-06329) 0,99

Legenda: LINH — Leite Integral Ndo Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD —
Ijeite Desnatado; LDZL — Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL — Leite Integral Zero Lactose; AD —
Agua destilada.

As curvas de regressao referentes a reducdo na contagem de Lb. sakei em decorréncia
da ozonizagéo, em leite com diferentes composi¢coes e nas concentragcdes de 21 e 31 mg/L séo

apresentadas na Figura 4.
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Figura 4. Redugédo na contagem de Lactobacillus sakei (log No/N) em leite com diferentes
composicdes nas concentracfes de 21 mg/L (A) e 31 mg/L ( B) em funcdo do tempo.

Legenda: LINH — Leite Integral Ndo Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD —
Ijeite Desnatado; LDZL — Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL — Leite Integral Zero Lactose; AD —
Agua destilada.

E importante ressaltar que, tanto para E. coli quanto para Lb. sakei, quando o
substrato ozonizado foi &gua destilada, independentemente da concentracdo do ozonio,
obteve-se maxima reducdo detectavel com cinco minutos de exposi¢do ao gas, tendo em vista
o indculo inicial e a técnica de quantificacao adotada.

No que se refere ao efeito do 0zénio na qualidade fisico-quimica nos substratos
organicos, em geral ndo foi verificada variacdo significativa (p>0,05) em decorréncias das
diferentes combinacgdes de concentracao do gas e periodo de exposicao, conforme apresentado
nas Tabelas 1A e 1B (Anexo A). Somente foram verificadas variagdes significativas (p<0,05)
no substrato LINH, na concentracdo de 31 mg/L e periodos de exposicdo de 15 e 25 min.
Nesses bindmios foram observadas reducfes nos teores de lactose, de proteinas, de gordura e
de s6lidos ndo gordurosos.
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4.DISCUSSAO

Os resultados obtidos demonstraram que o o0z6nio é capaz de reduzir a
contagem de E. coli e de Lb. sakei. Entretanto, Lb. sakei se mostrou mais resistente a acdo do
0z0nio nos substratos organicos do que E. coli. Além disso, verificou-se que a composicao
dos substratos afeta a eficacia do 0z6nio como agente antimicrobiano. Diversos trabalhos
comprovam a eficacia do o0zonio na inativacdo de microrganismos, tais como fungos,
bactérias, virus, além de esporos de fungos e de bactérias (NASCIMENTO et al., 2006;
GUZEL-SEYDIM et al., 20042 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 ja estudadas e que apresentaram sensibilidade ao ozénio, 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 inativacdo dos microrganismos € diretamente relacionada a acdo do gas
sobre suas estruturas. O 0zonio atua inicialmente na membrana celular, sendo a superficie da
célula microbiana o primeiro alvo a ser atingido. Sua acdo antimicrobiana é decorrente da
oxidagdo de glicolipideos, glicoproteinas e aminoéacidos da parede celular, alterando a
permeabilidade e causando sua rapida lise. O gas tem efeito também, sobre enzimas
ocasionando o colapso da atividade enzimatica celular. Além disso, sua acdo sobre o material
nuclear dos microrganismos altera as bases pdricas e pirimidicas dos acidos nucléicos, o que
destr6i o material genético das células (HUNT e MARINAS, 1999; SILVEIRA, 2004). A
inativacdo dos microrganismos devido a ozonizacdo depende da concentracdo de ozonio, do
tempo de aplicacdo e do microrganismo envolvido (da SILVA et al., 2011). De acordo com
PASCUAL et al. (2007), cada microrganismo apresenta sensibilidade inerente ao ozénio, de
tal forma que as bactérias sdo mais sensiveis que fungos e leveduras; bactérias Gram
negativas sao mais sensiveis que as Gram positivas e 0s esporos sdo mais resistentes que as

células vegetativas.
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A pesquisa confirmou essa maior sensibilidade de bactérias Gram negativas ao
0zOnio em comparacdo a Gram positiva, inoculadas em diferentes substratos organicos. E.
coli foi significativamente mais sensivel ao 0zonio do que Lb. sakei, que é uma bactéria acido
latica Gram positiva. No substrato LDZL, as reducdes nas contagens de E. coli,
independentemente do tempo, permaneceram entre 3,10 e 3,36 ciclos log, enquanto que para
Lb. sakei, a maior reducdo foi obtida foi de 1,49 ciclos log, quando adotada a concentragéo de
31 mg/L e periodo de ozonizagdo de 25 min. Quando se avaliou a acdo do ozonio sobre E.
coli no substrato LD, independentemente do tempo, as reducdes na contagem foram de 1,16 e
2,22 ciclos log, para concentragdes do ozonio equivalente a 21 e 31 mg/L, respectivamente.
Para Lb. sakei a maxima reducdo 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 ozbnio de bactérias Gram negativas em comparacdo com bactérias Gram
positivas na presenca ou ndo de matérias organica.

E possivel que a maior sensibilidade das bactérias Gram negativas esteja
associada a diferenca 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 ndo constitui uma barreira para todas as substancias no ambiente, sendo mais
permeavel devido a presenca de porinas que formam canais que, por sua vez, permitem a
passagem de determinadas moléculas, sendo inclusive, mais suscetiveis ao rompimento
mecanico. Ja as bactérias Gram positivas apresentam parede celular constituida por varias
camadas de peptideoglicano que formam uma estrutura espessa e rigida (TORTORA, 2012;
JAY, 2005).

Outro fator que afetou a eficacia do 0z6nio no controle de E. coli e Lb. sakei
foi a composicdo dos substratos. As maiores reducdes foram obtidas em agua destilada para
ambas as espécies. Todavia, observou-se menor reducdo na contagem dos microrganismos
nos substratos organicos. Quanto mais rica a composicao do substrato, menor foi a eficacia do
ozO6nio na reducdo de microrganismos. As maiores reducGes nas contagens dos
microrganismos nos substratos contendo matéria organica foram obtidas para LDZL,
substrato caracterizado por possuir no maximo 0,5% de gordura e no maximo 0,5% de
lactose. N&o héa regulamento especifico para leite com baixo teor de lactose, porém segundo a
legislagdo aplicada para esse tipo de produto, a Portaria n° 29 de 1998 do Ministério da Saude,
alimentos especialmente formulados para atender portadores de intolerancia a ingestdo de
lactose podem conter no maximo 0,5g do nutriente por 100g ou 100 mL do produto final
(BRASIL, 1998).
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Por outro lado, as menores reducdes foram observadas quando se utilizaram os
meios LIH e LINH. Nesses substratos sdo esperados teores de gordura de no minimo 3,0% e
teores de lactose em torno de 5,0%, ja que, de acordo com Longo, 2006, do ponto de vista
fisico-quimico, a lactose esta presente no leite em média 5,0% no estado molecular em
solucdo verdadeira, com particulas de diametros inferiores a 1nm.

De maneira semelhante, COUTO et al. (2016), avaliaram a eficacia do ozbnio
sobre S. aureus que é uma bactéria Gram positiva, em leite integral homogeneizado e em leite
desnatado, nas concentracdes de 34,7 e 44,8 mg/L por até 25 min. Os resultados indicaram
baixa eficiéncia do 0z6nio sobre o desenvolvimento de S. aureus inoculado e interferéncia da
a gordura do leite.

Quando se comparou a eficacia do ozonio na inativacdo de Lb. sakei no
substrato LIH, verificou-se reducdes inferiores a 0,1 ciclo log em todas as combinacfes de
concentracdo do gas e periodo de exposi¢cdo. No substrato LINH, foi possivel a obtencéo de
reducdo equivalente a 0,30 ciclo log, quando se adotou a concentragdo de 31 mg/L, por
periodo de exposicdo de 25 min. Tal comportamento pode estar relacionado ao diametro do
glébulo de gordura.

O substrato LIH é caracterizado por passar pelo processo de homogeneizacéo,
durante o qual ocorre reducdo do tamanho dos glébulos de gordura e consequente aumento da
area superficial, conforme apresentado por Berton et al., (2012). A reducdo no tamanho dos
glébulos de gordura e aumento da area superficial pode ter influenciado no processo de
decomposicdo do ozénio e consequentemente na inativacdo dos microrganismos. A
estabilidade do 0z6nio em meio aquoso €é variavel e influenciada pelo pH, pela temperatura e
pela presenca de matéria organica. O gas pode oxidar os compostos ou espontaneamente
decompor-se em oxigénio e radicais livres. Os mecanismos de decomposic¢do do 0z6nio sao
processos complexos, que dependem de fatores como os tipos de radicais formados em
solucdo e o tipo de matéria organica presente (LANGLAIS et al., 1991).

No processo de o0zonizagdo, a natureza dos compostos organicos presentes no
meio determinara a reatividade com o gas. Compostos com grupos funcionais especificos,
como anéis aromaticos e hidrocarbonetos insaturados, sdo propensos ao ataque do ozonio, ja
outros como hidrocarbonetos saturados, alcoois e aldeidos, séo considerados resistentes.

Nesse sentido, a composicdo quimica do meio determina a reatividade
potencial do oz6nio. Em meio aquoso, o ozbnio dissolvido se destaca por ser instavel
(BELTRAN, 2005). Ainda, de acordo com esse autor, existem dois periodos distintos na

decomposic¢do do 0zénio. No primeiro, denominado de demanda rapida de ozoénio, que varia
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apenas de alguns segundos até 2 min, ocorre consumo muito rapido do gés; durante o segundo
periodo, a decomposi¢cdo do o0z6nio ocorre lentamente, iniciando quando as substancias
organicas sao degradadas ou suas concentracdes diminuem.

Assim, a inexpressiva reducdo na contagem de Lb. sakei nos substratos
organicos LINH e LIH também pode estar relacionada a rapida decomposi¢do do ozonio.
Nesse contexto, provavelmente ocorreu rapida decomposi¢do do 0z6nio nos substratos, o que
implicou na inexpressiva reducdo na contagem do microrganismo. Esse resultado deve ser
considerado interessante, pois esse microrganismo € amplamente utilizado em processos
fermentativos de diversos alimentos (ESPIRITO SANTO et al., 2003; SOUZA et al., 2006;
AFONSO, 2014).

As caracteristicas fisico-quimicas dos substratos avaliados ndao foram alteradas
em decorréncia do processo de ozonizagdo nas concentracdes 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 analises fisico-quimicas ndo apresentaram alteracGes
significativas nos parametros do leite cru que foi submetido a ozonizacdo a uma concentracdo
de 3 mg/L por 0,75 min, 1,5 min. Entretanto houve significativa reducdo de gordura, extrato
seco desengordurado, lactose, densidade e proteina apenas no bindmio 18 mg/L por 10

minutos.
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5. CONCLUSAO

A eficiéncia do oz6nio no controle de microrganismos indicadores da qualidade
higiénica e sanitaria como E. coli esta diretamente relacionada a composicdo e a quantidade
de matéria organica presente no substrato, sendo necessaria prévia remocao.

A maior resisténcia ao 0zonio demonstrada por Lactobacillus sakei subsp. sakei
indica que a atividade de bactérias &cido laticas inoculadas em substrato orgénico, nao é
significativamente afetada pelo gas, nas condi¢6es avaliadas.

A aplicagdo do gés oz6nio em concentragdes de até 31 mg/L por 25 min, ndo causa

alteracdes nos principais componentes do leite.
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EFEITOS DA APLICACAO DIRETA E INDIRETA DE OZONIO SOBRE
ESCHERICHIA COLI O157:H7 INOCULADA EM DIFERENTES SUBSTRATOS.

RESUMO

O ozbnio é utilizado em funcdo de sua comprovada capacidade de inativar diversos
microrganismos. Entretanto, ainda sdo poucos os trabalhos que avaliem a interferéncia de
substratos organicos na a¢do do 0zonio sobre patdgenos, assim como a eficacia da aplicacao
direta do gés e indireta, por meio de contato com a agua ozonizada. As infec¢des pela bactéria
patogénica Escherichia coli 0157:H7 podem evoluir para quadros graves, pelo
desenvolvimento da sindrome hemolitica urémica e serem responsaveis pela alta taxa de
mortalidade nos individuos acometidos. O objetivo da pesquisa foi avaliar a interferéncia da
composicdo de substratos organicos na eficiéncia do o0zonio gasoso sobre Escherichia coli
0157:H7 e a eficacia da agua ozonizada armazenada refrigerada sobre essa espécie. As cepas
de E. coli O157:H7(ATCC® 43890™) foram inoculadas em leites de diferentes composicdes:
integral homogeneizado com lactose, integral homogeneizado sem lactose, desnatado
homogeneizado com lactose, desnatado homogeneizado sem lactose e, integral sem
homogeneizacdo. Como parametro de comparacgdo; foram avaliados 0s mesmos tratamentos
em &gua. O ozbnio gasoso foi utilizado nas concentra¢fes de 21 e 31 mg/L por 0, 5, 15 e 25
min. Para a obtencdo da agua ozonizada; a concentracdo do gas foi de 31 mg/L e o periodo de
exposicao de 15 min. Adotou-se periodo de contato de 5 min, na avaliagdo da eficacia da agua
ozonizada e estocada sob refrigeragdo (7°C +1°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 trés repeticdes. Verificou-se, a partir dos
resultados obtidos, que a composi¢do dos substratos organicos interfere na acdo do 0z6nio
sobre E. coli O157:H7, nas diferentes combinacdes de concentracdo do gas e periodo de
exposicdo. Quando se avaliou a agdo do oz6nio sobre E. coli O157:H7 em substrato
organicos, as maiores reducdes foram no leite desnatado homogeneizado sem lactose onde
obtidas reducbes em torno de 1,5 ciclos log, para periodos de exposicdo de 25 min, nas
concentracdes do ozonio testadas. Por outro lado, nos substratos leite integral homogeneizado
com lactose e leite desnatado homogeneizado com lactose, as redugdes na contagem de E. coli
0157:H7 permaneceram inferiores a 0,40 ciclo log, em todas as combinagdes de concentracao
do 0zbnio e periodos de exposicdo ao gas. Obteve-se a maxima reducdo possivel, levando-se
em consideracdo o indculo inicial e a técnica de quantificacdo adotada, quando utilizada a
agua como substrato. No que se refere a eficacia da agua ozonizada na inativacao de E. coli
0157:H7 por periodo de contato de 5 min, obteve-se reducdo de aproximadamente 4,5 ciclos
log para todos os periodos de armazenamento refrigerado. Concluiu-se que a acdo do 0z6nio
sobre E. coli O157:H7 é influenciada pela composi¢do dos substratos organicos diminuindo a
sua eficidcia como sanitizante e reforcando a necessidade de remocdo adequada de materia
organica nos processos de limpeza e que, a agua 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, ozonizagéo, sanitizagdo, higienizagdo 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 0zone 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
(70C %= 10C) 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
0157: 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.INTRODUCAO

Pertencente a familia Enterobacteriaceae, o género Escherichia compreende as
espécies E. coli, E. blattae, E. fergusonii, E. hermanii, E. vulneris. No entanto, a espécie de
importancia 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 viruléncia,
entretanto algumas cepas adquiriram, durante o processo evolutivo, diferentes conjuntos de
genes que lhes conferiram a capacidade de ocasionar doenca, fato que determina a grande
versatilidade patogénica da espécie (CHERNAKI-LEFFER et al., 2002).

As EHEC ou E. coli produtoras de toxina Shiga (STEC) sdo também chamadas
de E. coli verotoxigénicas ou, produtoras de verotoxinas (VTEC) e compdem um importante
grupo de patdégenos emergentes transmitidos por alimentos (BEUTIN et al., 2002; BLANCO
etal., 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 moida mal cozida (CDC, 2014). No entanto, atualmente, surtos envolvendo
alimentos ndo carneos como leite e seus derivados ndo pasteurizados; sucos de frutas ndo
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 0s sanitizantes empregados na industria de alimentos, predominam os a
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 dissolucdo em agua, fazem com que os agentes clorados sejam frequentemente
utilizados como sanitizantes na inddstria alimenticia (SELMA et al., 2008; NASCIMENTO et
al., 2003; SHEN et al., 2012).
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Considerando a importancia da etapa de sanitizacdo, o estudo de métodos e/ou
agentes alternativos devem receber atencdo especial. O 0z0nio apresenta-se cComo uma opgao
que pode ser utilizada com diferentes objetivos, dentre eles, a remogéo de particulas aderidas
a superficies e a inativacdo de microrganismos. Essa tecnologia associada a sanitizantes
permite maior reducdo da contaminacdo microbiana de alimentos (CHEMAT et al., 2011,
CAVALCANTE et al., 2014; CAVALCANTE et al., 2015).

Como sanitizante, 0 0zoénio atua primeiramente na membrana celular reagindo
com glicoproteinas ou glicolipideos. Além disso, promove a oxidacdo das organelas
citoplasmaticas e do DNA no nucleo, degradando purinas e pirimidinas do DNA que resulta
na morte celular (MACEDO, 2004). E efetivo em baixas concentracbes e necessita de
pequeno tempo de contato para inativar bactérias, fungos, leveduras, parasitas e virus (KIM et
al, 1999).

Embora 0 ozénio produza a inativacdo de varios microrganismos, ainda sao
necessarios estudos que elucidem a sua eficacia na eliminagdo de E. coli O157:H7, além da
determinacdo da concentracdo e da forma de aplicacdo, mais adequadas. Diante do exposto
objetivou-se conhecer os efeitos da aplicacdo direta do oz6nio sobre E. coli O157:H7
inoculada em diferentes substratos e a acdo indireta a partir da agua ozonizada de forma a
avaliar o seu potencial como sanitizante, para possiveis uso em plantas de processamento de

alimentos.
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2. MATERIAIS E METODOS

A presente pesquisa foi realizada nos Laboratorios de Andlises de Leite e
Derivados e de Pré-Processamento e Armazenamento de Produtos Agricolas, localizados na
Faculdade de Agronomia e Medicina Veterinaria, da Universidade de Brasilia, no periodo de
janeiro de 2014 a agosto de 2016. Nos dois estudos foi utilizada a cepa E. coli O157:H7
(ATCC® 43890™) cedida pelo Laboratério de Inspecdo de Produtos de Origem Animal, da
Universidade Federal de Vicosa, MG, e mantida a -80°C. As analises foram realizadas na
capela de fluxo laminar, utilizando-se de todos o0s equipamentos de protecdo. Antes de cada
inoculacdo a cepa foi recuperada em Caldo Tripticase de Soja (TSB) (Bacto™) com
incubacio a 35°C por 24 horas e ap6s, semeada em Agar Tripticase de Soja enriquecido com
extrato de levedura (TSA-YE) (Kasvi®) e também, incubada a 35°C por 24 horas.

2.1. EXPERIMENTO |

Este estudo teve como objetivo avaliar o efeito da aplicacdo direta de 0zonio

no desenvolvimento de E. coli O157:H7 inoculada em substratos organicos e em agua.

2.1.1. Substratos organicos

Como substratos organicos foram utilizados: Leite Integral Na&o
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 eliminacdo de qualquer outro microrganismo e resfriados antes das inoculagdes.
Todos os procedimentos também foram conduzidos em &gua destilada utilizada como

parametro de comparagéo.
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2.1.2. Preparo dos in6culos

Coldnias desenvolvidas no TSA-YE foram inoculadas em solucéo salina 0,85%
de forma a obter-se grau de turvacdo correspondente ao tubo 1 da escala nefelométrica de
McFarland (Nefelobac®, Probac do Brasil), contendo aproximadamente 3,0 x 108 UFC/mL.
A partir desse indculo, 9,0 mL eram transferidos para baldo volumétrico contendo 91 mL de
cada substrato, como forma de se obter contagens aproximadas de 10® UFC/mL; ap6s, 3,0 mL
eram inoculados em 297 mL do substrato de forma a se obter aproximadamente 10* UFC/mL

(inéculo mée).

2.1.3. Aplicacdo do oz6nio

O gas ozébnio foi obtido por meio de um gerador de 0zénio (Modelo O&L 3.0-
02 RM, da Ozone & Life®) baseado no método de Descarga por Barreira Dielétrica que €
produzido ao aplicar uma alta tensdo entre dois eletrodos paralelos, tendo entre eles um
dielétrico (vidro) e um espaco livre por onde flui o ar seco. Neste espaco é produzida uma
descarga em forma de filamentos, que gera elétrons com energia suficiente para produzir a
quebra das moléculas de oxigénio (O;), formando o 0z6nio (Os). O insumo de oxigénio é
obtido por concentrador de oxigénio acoplado ao gerador de ozonio.

A concentracdo de ozonio foi determinada pelo método iodométrico, descrito
por Clesceri et al. (2000), onde o borbulhamento de massa gasosa contendo 0zonio em 50 mL
de solucdo de iodeto de potassio (KI) 1 N, produz iodo (I,). Para isso é necessario acidificar o
meio com 2,5 mL de &cido sulfarico (H2SO4) 1 N, depois do borbulhamento. A solucao foi
titulada com tiossulfato de sédio (Na,S,03) 0,01 N, com uso de solucdo 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 didmetro. Antes da ozonizacéo de
cada amostra, a coluna de vidro foi sanitizada, com borbulhamento do proprio gas 0zénio em
agua, por cinco minutos. Foi instalado o destruidor térmico catalitico depois da coluna de

0zonizagao, necessaria para decomposic¢ao do ozoénio residual.
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2.1.4. Bindmios de concentracéo de 0zonio X tempo de exposicao

A partir de resultados obtidos em estudos anteriores desenvolvidos pelo grupo
de pesquisa dos laboratérios envolvidos (SANTOS, 2013; COUTO et al., 2016) e por
Sheelamary e Muthukumar, 2011, foram aplicadas as concentracdes de 21 mg/L e de 31
mg/L, nos tempos de zero, cinco, quinze e vinte e cinco minutos para 0 microrganismo

testado. Cada tratamento foi conduzido em triplicata.

2.1.5. Analises microbioldgicas dos substratos inoculados

Para as semeaduras, foram realizadas diluigdes decimais seriadas, a partir do
indculo mae (aproximadamente 10* UFC/mL). As contagens de E. coli 0157:H7 (ATCC®
43890™), antes e ap0s 0 processo de ozonizagdo, foram realizadas por meio da semeadura de
0,1 mL em superficie, em agar Violet Red Bile (VRB) (Acumedia®) com incuba¢do a 35°C
por 24 horas. Os resultados das contagens foram convertidos em logio.

2.1.6. Analises fisico-quimicas

As amostras foram analisadas quanto aos teores de proteina, lactose, gordura,
solidos ndo gordurosos e densidade por meio de equipamento ultrassonico EKOMILK
(Ekomilk Total®).

2.1.7. Delineamento Experimental

Nessa etapa, que trata da avaliacdo da eficacia do 0z6nio 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 concentragdes do ozoénio (21 e 31 mg/L), seis substratos
(LINH, LIH, LD, LDZL, LIZL e &gua) e quatro periodos de exposi¢do ao gas (0, 5, 15 e 25
minutos), sendo cada ensaio conduzido em trés repeticoes.

Foi realizada analise de variancia 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 anélise de regressdo. Analise de regressdo foi adotada
quando se avaliou o efeito do periodo de ozonizagdo. Utilizou-se o software SigmaPlot na

obtencéo das equagdes de regressdo e na plotagem dos gréaficos.
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2.2. EXPERIMENTO II

Esse estudo objetivou avaliar o efeito da aplicacdo indireta de 0z6nio, a partir
da &gua 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 solucéo

sanitizante de circulacdo, para uso em plantas de processamento de alimentos.

2.2.1. Preparo dos inoculos

Colonias de E. coli O157:H7 desenvolvidas no TSA-YE foram inoculadas em
solucéo salina 0,85% de forma a obter-se grau de turvagéo correspondente ao tubo 1 da escala
nefelométrica de McFarland (Nefelobac®, Probac do Brasil), contendo aproximadamente 3,0
x 108 UFC/mL. A partir desse inéculo foi retirado 1,0 mL e realizadas diluicdes decimais
seriadas em solucdo salina a 0,85% até a obtencdo do indculo de aproximadamente, 10*

UFC/mL (in6culo mée).

2.2.2. Obtencdo do ozbonio, tratamento da dgua destilada ozonizada e indculos

O géas ozbnio foi obtido conforme descrito em 2.1.3. Para obtencdo da agua
ozonizada, foram autoclavados 2000 mL de agua destilada, por 30 minutos a 121°C; apds, a
agua foi transferida para coluna de vidro e ozonizada na concentracdo de 31 mg/L por 15 e
mantidos sob refrigeracdo a 8°C +1. Em seguida, 9,0 mL de agua ozonizada foram pipetados
em tubos de ensaio esterilizados para a realizacdo das inoculagdes que corresponderam
tratamentos abaixo descritos. O tempo de contato dos indculos com a agua destilada
ozonizada foi de cinco minutos.
- TO=1,0 mL de in6culo + 9,0 mL de &gua destilada imediatamente apds a 0zonizacao;
- T1=1,0 mL de indéculo + 9,0 mL de &gua destilada ozonizada e refrigerada por 30 min;
-T2 =1,0mL de in6culo + 9,0 mL de adgua destilada ozonizada e refrigerada por 60 min;
- T3 =1,0 mL de in6culo + 9,0 mL de &gua destilada ozonizada e refrigerada por 90 min;
- T4 =1,0 mL de in6culo + 9,0 mL de &gua destilada ozonizada e refrigerada por 180 min;

- T5=1,0 mL de indculo + 9,0 mL de &gua destilada ozonizada e refrigerada por 24 h;
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2.2.3. Mensuragéo do ozonio residual na agua

A quantificacdo do oz6nio dissolvido na agua foi realizada em fotbmetro SAM
Chemetrics, Modelo 1-2019, com faixa de medicdo de 0,2 a 5,0 mg/L.

2.2.4. Contagens microbioldgicas

Para as contagens de E. coli O157:H7 inoculada em agua destilada ozonizada,
as semeaduras foram realizadas em superficie (0,1 mL) em agar VRB com incubacéo a 35°C

por 24 horas. Os resultados das contagens foram convertidos em logo,

2.2.5. Delineamento Experimental

Na segunda etapa, na qual se avaliou a eficacia da dgua ozonizada no controle
de E. coli O157:H7, variou-se somente o periodo de armazenamento da agua ozonizada (0;

0,5; 1,0; 1,5; 3,0 e 24 h). Utilizou-se estatistica descritiva na apresentacédo e analise dos dados.
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3.RESULTADOS

De acordo com a Analise de Variancia, houve variacdo significativa (p<0,01)
na reducdo da contagem de E. coli O157:H7 em decorréncia da interagdo tripla entre
concentracdo do ozénio, leite com diferentes composicGes e periodo de exposicdo ao gas
(Tabela 7).

Tabela 7. Resumo da analise de variancia referente a reducdo na contagem de Escherichia
coli O157:H7 (log No/N) em leite com diferentes composi¢es ozonizados nas concentracdes

de 21 e 31 mg L-1, por periodos de 0, 5, 15 e 25 min

Fonte de variacao Grau de Liberdade Quadrado Médio
Concentracéo (C) 1 0,0379™
Substrato (S) 5 28,5922
Tempo (T) 3 10,8131**
CxS 5 0,0133™
CxT 3 0,0053™
SxT 15 3,3148**
CxSxT 15 0,0029**
Tratamentos 47 4,7933
Residuo 96 0,0099
CV(%) 12,57

Legenda: ** significativo ao nivel de 1% de probabilidade (p < 0,01).
™ n&o significativo ao nivel de 5% de probabilidade (p < 0,05).
Encontram-se, na Tabela 8, os valores médios relativos a reducdo na contagem de E.

coli O157:H7 em ciclos log, quando se avaliaram diferentes combinagdes de substratos e
periodos de exposi¢do ao ozénio em funcdo da concentracdo do gas. N&o houve aumento
significativo (p<0,05) na reducdo da contagem de E. coli O157:H7 com o aumento da
concentracdo do 0zonio, exceto no substrato LIZL combinado com periodo de ozonizacdo de

5 min.
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Tabela 8. Valores médios referentes a reducdo na contagem Escherichia coli O157:H7 (log
No/N) em diferentes combinagfes de substrato e Periodo de exposicdo (P) nas concentragdes
(C) do 0zdnio de 21 e 31 mg/L.

S X P (min) € (moft) S x P (min) € (moft)
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 | LDZzZL/15 0,82+0,23a 0,86+0,07a
LINH/25 0,89+0,17a 0,96+0,31a | LDZzZL/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 L1ZL/15 0,44+0,07a  0,56+0,02a
LIH/25 0,29+0,06a 0,38+0,09a L1ZL/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 minuscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo Teste
de Tukey a 5% de probabilidade.
LINH — Leite Integral Nd0 Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD — Leite
Desnatado; LDZL — Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL — Leite Integral Zero Lactose; AD — Agua
destilada.

Sdo apresentados, na Tabela 9, os valores médios de reducbes em ciclos log na

contagem de E. coli O157:H7 para diferentes combinacdes de concentracdo do ozbnio e
periodos de exposi¢do ao gas em leite com diferentes composicBes. Verificou-se diferenca
significativa (p<0,05) em todas as combinacGes de concentracdo do 0z6nio e periodo de
exposicdo ao gas em fungdo do substrato utilizado. Obtiveram-se maiores reduc¢des na
contagem de E. coli O157:H7 quando se utilizaram como substratos dgua 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 redugdes na contagem de E. coli O157:H7
permaneceram inferiores a 0,40 ciclo log em todas as combinacGes de concentragdo do 0z6nio

e periodos de exposic¢do ao gas.
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Tabela 9. Valores médios referentes a reducdo na contagem Escherichia coli O157:H7 (log
No/N) em diferentes combinacfes de concentracdo do gas (C) e Periodo de exposicdo (P) em

leite com diferentes composicdes

C Substrato
(mg/L) x P (min) 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 mindscula linha ndo diferem estatisticamente pelo Teste de
Tukey a 5% de probabilidade.

LINH — Leite Integral Ndao Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD — Leite
Desnatado; LDZL — Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL — Leite Integral Zero Lactose; AD - Agua
destilada.

Na Figura 5 sdo apresentadas as curvas de regressdo referentes a reducdo na
contagem de E. coli O157:H7 em decorréncia da ozonizagdo, em leite com diferentes
composicgdes e nas concentracdes de 21 e 31 mg/L, em funcdo do periodo de ozonizagdo. A
reducdo foi mais acentuada a medida que se elevou o periodo de exposi¢cdo ao 0zonio quando
foi utilizada a4gua como substrato. Nos substratos que continham matéria organica, esse
comportamento foi mais acentuado no substrato LDZL. Apresentam-se na Tabela 10 as
equacdes de regressdo ajustadas referentes a reducdo na contagem de E. coli O157:H7 (log
No/N) em funcdo do periodo de exposicdo ao ozdnio, em leite com diferentes composicoes e
nas concentracdes de 21 e 31 mg/L, e seus respectivos coeficientes de determinacéo.
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Figura 5. Reducdo na contagem de Escherichia coli O157:H7 (log N¢/N) em diferentes
substratos nas concentragdes de 21 mg/L (A) e 31 mg/L (B) em funcdo do periodo de
exposicdo ao ozoénio.

Legenda: LINH — Leite Integral Ndo Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD —
Ijeite Desnatado; LDZL — Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL — Leite Integral Zero Lactose; AD
Agua destilada.

Tabela 10. Equacgdes de regressdo ajustadas da reducdo na contagem de Escherichia coli
0157:H7 (log No/N) em funcdo do periodo de exposi¢do ao 0zénio, em leite com diferentes
composicdes nas concentracbes de 21 e 31 mg/L, e seus respectivos coeficientes de

determinacéo

Concentracédo do

ozonio (/L) Substrato Equacbes ajustadas R?
LINH y =0,007+0,038 0,95

LIH y =0,077+0,009x 0,64

LD y =0,005+0,004x 0,88

= LDZL y =0,144+0,054x 0,91
LIZL y =0,069+0,024x 0,95

AD § = 3,978(1 — e(-08980) 0,99

LINH y =0,007+0,036x 0,95

LIH y =0,102+0,012x 0,68

LD y=-0,012+0,004x 0,89

. LDZL y=0,201+0,053 0,87
LIZL y =0,157+0,025x 0,79

AD ¥ =3,941(1 —e(-0245%) 0,99

Legenda: LINH — Leite Integral Ndo Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD —
Leite Desnatado; LDZL — Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL — Leite Integral Zero Lactose; AD
Agua destilada.

E importante ressaltar que quando o substrato ozonizado foi &gua,
independentemente da concentracdo do 0z6nio, obteve-se maxima reducdo detectavel na

contagem de E. coli O157:H7, com 5 min de exposi¢édo gas, tendo em vista o inoculo inicial.
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Na Tabela 11, encontram-se os valores relativos a concentragdo do o0zonio
dissolvido na 4gua armazenada na temperatura de 8°C por até 24 h. Sdo apresentados também
a temperatura da a4gua no momento de cada medicdo da concentracdo do oz6nio. A
concentracdo do ozonio residual permaneceu na faixa entre 1,97 e 0,82 mg/L durante o
periodo de armazenamento da dgua ozonizada na temperatura de 8°C. Ressalta-se que houve
variacdo da temperatura da agua ozonizada durante o armazenamento. Tal variacdo pode ser
justificada pelo fato de que a ozonizacdo da agua foi realizada em ambiente com temperatura
em torno de 20°C. Dessa forma, durante esse processo ocorreu aumento da temperatura da

agua para 14°C. Salienta-se que a temperatura da dgua antes da ozonizacéo era de 8°C.

Tabela 11. Valores médios de concentracdo do 0z6nio dissolvido e da temperatura em agua

armazenada a 8°C, por 24 horas.

Periodo de armazenamento da 4gua ozonizada (h)

Variaveis
0 0,5 1,0 1,5 3,0 24
Concentracdo (mg/L) 1,45 1,97 1,71 1,78 1,67 0,82
Temperatura (°C) 14 12,0 11,0 11,0 9,5 8,0

No que se refere a eficacia da agua ozonizada na inativacdo de E. coli
0157:H7, por periodo de exposicdo de 5 min, verificou-se reducdo de aproximadamente 4,50
ciclos log. Esse resultado foi obtido para todos os periodos de armazenamento da agua
ozonizada na temperatura de 8°C +1, com concentracdes de ozonio dissolvido na faixa entre
0,82 e 1,97 mg/L (Tabela 11). Ressalta-se que a reducao na contagem de E. coli O157:H7 de
4,50 ciclos log foi a maxima possivel de ser obtida, levando-se em considera¢do o indculo

inicial.
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4. DISCUSSAO

O ozbnio gasoso foi capaz de reduzir a contagem de E. coli O157:H7. Todavia
a reducdo na contagem dos microrganismos foi menor nos substratos que continham matéria
organica, nas diferentes combinagfes de concentracdo do gas e periodo de exposicdo.
Enguanto que em agua destilada (AD), foi possivel obter reducdes superiores a 3,9 ciclos log,
em todas as combinag6es de concentracdo do gas e periodo de exposicao, nos substratos LIH
e LD, as reducBes permaneceram inferiores a 0,4 ciclo log.

Podem ser encontrados na literatura diversos trabalhos nos quais se avalia a
eficacia do ozbnio gasoso como agente para controle de microrganismos. O 0z6nio possuli
amplo espectro antimicrobiano (KHADRE et al., 2001) e cada espécie de microrganismo
possui sensibilidade inerente ao gas (CULLEN et al., 2009). A ozonizacdo tem sido testada no
controle de fungos, bactérias Gram negativas e Gram positivas e virus (RESTAINO et al.,
1995; TANAKA et al., 2009; ZOTTI et al., 2009; SUNG et al., 2014; SANCHEZ et al.,
2016).

A inativacdo de microrganismos pelo ozénio € um processo complexo que
ocorre devido a ruptura do envoltério celular e posterior dispersdo dos constituintes
citoplasmaticos, uma vez que esse gas apresenta elevado potencial oxidativo (CULLEN et al.,
2009). O oz6nio é capaz de reagir com diversos constituintes celulares, tais como proteinas,
acidos graxos insaturados, peptideoglicanos da parede celular, enzimas e acidos nucléicos
(KHADRE et al., 2001). Em meio aquoso, a inativagdo dos microrganismos é atribuida ao
0z06nio molecular e aos radicais hidroxila, hidroperoxila e superoxido, gerados a partir da sua
decomposicgéo, segundo MANOUSARIDIS (et al., 2005). Todavia, ainda nédo foi elucidado
gual mecanismo é o mais determinante (CULLEN et al., 2009).

Dentre os fatores que afetam a acdo do ozbnio sobre oS microrganismos,
destacam-se 0 pH, temperatura e a composi¢do do meio. Em se tratando de meio rico em
compostos organicos, tém-se que essas substancias podem competir com 0s microrganismos

pelo ozdnio (KHADRE et al., 2001). Isso justifica a maior eficAcia na inativacdo dos
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microrganismos pelo 0zdnio nos substratos menos ricos em matéria organica. Nos substratos
organicos, a maior eficacia na inativagdo de E. coli O157:H7 foi obtida no substrato LDZL,
caracterizado por possuir reduzidos teores de gordura e lactose. Nesse substrato, as maximas
reducdes na contagem de E. coli O157:H7 foram de 1,53 e 1,54 ciclos log, quando se
adotaram as concentragdes de 21 e 31 mg/L, por 25 min. Esses resultados estdo de acordo
com o0s obtidos por RESTAINO et al. (1995), que avaliaram a eficacia do ozbnio na
inativacdo de bactérias Gram positivas e Gram negativas, leveduras e fungos em agua
contendo ou ndo amido e albumina do soro bovino. Os autores observaram efeito significativo
da presenca de matéria organica na inativagdo dos microrganismos. GUZEL-SEYDIM et al.
(2004), estudaram o efeito da presenca de gordura, proteinas e carboidratos na inativagéo de
Bacillus stearothermophilus, E. coli e S. aureus pelo oz6nio. Os constituintes que
promoveram maior efeito de prote¢cdo nos microrganismos forma creme de leite e caseinato.

Resultados semelhantes foram obtidos por CHOI et al. (2012), em suco de
mac¢d com diferentes teores de solidos solGveis. O ozbnio foi capaz de inativar E. coli
0157:H7, Salmonella typhimurium e Listeria monocytogenes, mas a eficicia da ozonizacao
foi dependente do teor de solidos soltveis no suco de maca.

Outro fator que deve ser mencionado e que afeta a eficacia do 0z6nio sobre
microrganismos é o efeito da presenca de compostos organicos na decomposicdo do gas. O
ozOnio se destaca por ser instdvel tanto na fase gasosa quanto dissolvido em agua
(MANOUSARIDIS et al., 2005). Em agua destilada, a meia vida do 0z6nio a 20°C permanece
na faixa entre 20 e 30 min (KHADRE et al., 2001). Em meios mais ricos em matéria organica,
é esperada decomposicdo mais rapida do ozdnio e consequentemente menor eficacia na
inativacdo dos microrganismos. BELTRAN (2005), afirma que em meio aquoso contendo
matéria organica, incialmente hé rapido consumo do o0zénio. A medida que ocorre degradacéo
dos compostos organicos, a decomposicdo do ozdnio se torna mais lenta. Nesse contexto, no
presente trabalho, a rapida decomposicdo do ozodnio nos substratos mais ricos em matéria
organica justifica a menor eficacia do gas na inativacdo dos microrganismos.

E importante destacar a diferenca significativa observada na inativacdo de E.
coli O157:H7 quando se comparou o efeito do ozbnio nos substratos LINH e LIH, nas
concentracdes de 21 e 31 mg/L e 25 min de periodo de exposi¢cdo. No substrato LINH,
obtiveram-se reducgdes equivalentes a 0,86 e 0,96 ciclo log, para concentracdes de 21 e 31
mg/L, respectivamente, enquanto que no substrato LIH, as redugdes foram de 0,29 e 0,39
ciclo log, para concentragOes de 21 e 31 mg/L, respectivamente. Tais diferencas podem ser

atribuidas a diferenca no tamanho dos globulos de gordura nos substratos. O substrato LIH
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equivale a leite que passou previamente por processo de homogeneizagdo, 0 que acarreta na
reducdo do tamanho dos glébulos de gordura e consequentemente aumento da area superficial
(BERTON et al., 2012). O substrato LINH ndo passou por processo de homogeneizacao,
apresentando dessa forma maiores globulos de gordura. A gordura de leite € sintetizada como
globulos de 0,1 a 15um por celulas da glandula mamaria (GRAVES et al., 2007). Entdo, é
possivel inferir que maior area superficial dos globulos de gordura no substrato LIH
ocasionou degradacdo mais acelerada do 0z6nio, o que justifica a menor eficacia do gas na
inativacdo de E. coli O157:H7.

Ressalta-se que a ozonizagdo ndo afetou as caracteristicas fisico-quimicas dos
substratos avaliados nas concentragdes de 21 e 31 mg/L por até 25 min. Esses resultados estdo
de acordo com os obtidos por SANTOS (2013), que ndo observou alteracbes significativas
nos parametros do leite cru ozonizado na concentracdo de 3 mg/L por até 1,5 min.

Com relacdo a acdo da agua destilada ozonizada no controle de E. coli
0O157:H7, ressalta-se a elevada eficicia na inativacdo do microrganismo, mesmo depois de
estocagem por 24 h, na temperatura de 8°C +1. Resultados semelhantes foram obtidos no
presente trabalho quando se aplicou diretamente o o0z6nio em agua destilada, nas
concentragdes de 21 e 31 mg/L, e periodo de exposi¢cdo de 5,0 min.

Diversos autores avaliaram a eficacia da dgua ozonizada de microrganismos
importantes deteriorantes e patogénicos de importancia na industria de alimentos, sendo
obtidos resultados semelhantes ao do presente trabalho. MARI et al. (2003) observaram em
seu estudo com peras, que a germinacdo de esporos dos fungos deteriorantes Penicillium
expansum, Botrytis cinérea e Mucor piriformis foi inibido pelo tratamento com agua
ozonizada na concentragdo de 0,99 a 0,4 mg/L (0zbnio dissolvido na agua) durante 5 min, na
temperatura de 20°C. BELTRAN et al. (2005), avaliaram o efeito da agua ozonizada na
manutencdo da qualidade de alface e indicaram que o 0z6nio pode ser uma alternativa ao
cloro para conservacdo do produto. INATSU et al., (2011) testaram agua ozonizada como
agente antimicrobiano no controle in vitro de varias espécies de bactérias, dentre as quais E.
coli O157:H7, S. aureus, L. monocytogenes e Pseudomonas aeruginosa. Os autores obtiveram
reducdo de 7,4 ciclos log na contagem de E. coli O157:H7, para tempo de exposi¢éo de 3,0
min e concentracdo do ozonio dissolvido na agua de 5,44 mg/L, na temperatura de 25°C.
CAVALCANTE et al. (2014), testaram agua ozonizada no controle de E. coli O157:H7 e B.
subtilis e observaram reducdes de 6,6 e 5,3 ciclos log, respectivamente, quando se adotou a
concentracdo de oz6nio de 1,0 mg/L e 1,0 min de contato. Pesquisa na qual se testou a agua

ozonizada, com concentracdo de ozoénio dissolvido entre 0,9 e 3,2 mg/L e tempo de contato
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entre 1 e 20 min, para a desinfeccdo e remocao de biofilme de P. fluorescence e P. aeruginosa
foi realizada por TACHIKAWA et al. (2009). A taxa de sobrevivéncia de biofilmes de P.
fluorescence foi de 1,0%, para concentracdo de 0z6nio na agua entre 0,9 e 1,4 mg/L e periodo
de exposicdo de 5 min. Quando se elevou a concentracdo de ozonio dissolvido na dgua para
3,2 mg/L, a taxa de sobrevivéncia foi de 0,01 e 0,00002%, para periodo de exposi¢cdo de 5 e

20 min.
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5.CONCLUSAO

A aplicacdo do gas 0zonio ndo altera os principais componentes do leite.

A aplicacéo direta e indireta de ozonio reduz as contagens de Escherichia coli
0157:H7 (ATCC® 43890™) comprovando a sua eficiéncia.

A eficicia da agua ozonizada foi confirmada com obtencdo de méaxima
reducao.

O ozonio representa uma alternativa eficaz aos sanitizantes tradicionais.
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7. CONSIDERACOES FINAIS

A industria do setor alimenticio necessita cada vez mais de recursos para
incrementar a tecnologia de processamento dos produtos, a fim de atender a demanda dos
consumidores, requerendo padrdes cada vez mais rigorosos de higiene e segurancga alimentar.
Do ponto de vista higiénico sanitario e econdmico, ha uma preocupacdo cada vez maior da
industria em estender o tempo de prateleira dos alimentos, mas para isso € necessario a
implantacdo de inovac@es tecnoldgicas nos processos de limpeza e sanitizagdo.

Foi possivel demonstrar que a ozonizagdo pode ser empregada no
processamento de alimentos como uma alternativa ambientalmente adequada aos sanitizantes
quimicos, no controle de microrganismos deteriorantes e patogénicos, sem prejuizo das
atividades metabolicas de microrganismos benéficos como as bactérias acido laticas.

Os dados gerados reafirmam o potencial antimicrobiano do 0z6nio e ampliam o
horizonte de futuras e necessarias, pesquisas visando a sua utilizacdo em todas as etapas de
producdo de alimentos.

Na producdo de leite e derivados, de forma mais especifica, a partir de estudos
ja realizados pelo grupo de pesquisa vislumbra-se pesquisar a utilizacdo do o0zénio em
sistemas de ordenha de varias espécies, a fim de contribuir com a melhoria da qualidade do
leite produzido na regido; a utilizacdo do ozénio na fabricacdo de derivados do leite, em
especial, nos processos de higienizacdo de plantas de processamento e controle da qualidade
do ar em camaras de maturacéo e de estocagem, por exemplo.

Acreditamos que ainda é necessario avaliar a acdo do ozonio sobre os diversos
microrganismos que podem estar presentes em alimentos incluindo os benéficos, de forma a
avaliar a acdo do gas sobre os seus metabolismos; assim como estudar a influéncia de outros
componentes, inclusive de origem vegetal que possam estar presentes nos substratos ou em
equipamentos de processamento de alimentos; ainda, buscar avaliar a eficiéncia na
diminuicdo ou eliminagdo, de biofilmes em plantas de processamento de alimentos em

diversas superficies tais como, ago inoxidavel, vidro, plastico, e madeira.
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Por fim, consideramos que esse e futuros estudos poderdo contribuir para a
melhoria da qualidade dos processos de produgédo de alimentos e consequentemente, com a

saude dos consumidores.
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Tabela 1A. Valores médios referentes ao teor de lactose e de teor de proteinas em leite com diferentes composi¢des (S) submetidos a ozonizagao

em diferentes de concentracdo e periodo de exposicéo (P)

Teor de lactose (%)

Teor de proteinas (%)

SxP Concentragéo (mg/L) Concentragéo (mg/L) SxP Concentragédo (mg/L) ) Concentragao
) S X P (min) ) S x P (min) (mg/L)
(min) (min)
21 31 21 31 21 31 21 31
LINH/0O  5,21+0,02Aa 5,21+0,02Aa | LDZL/0 0,00+0,00  0,00+0,00 LINH/0O  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/O 4,9340,13 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/O  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 3,3040,07
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 LIZzL/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 4,5940,70 4,3540,13

Médias seguidas de mesma letra maidscula na coluna e de mesma letra mindscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.

LINH — Leite Integral Ndo 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 sélidos ndo gordurosos em leite com diferentes composicoes (S) submetidos

a ozonizacao em diferentes de concentragdo e periodo de exposi¢éo (P)

Teor de gordura (%) Teor de solidos ndo gordurosos (%)
SxP Concentracdo (mg/L) SxP Concentracdo (mg/L) SxP Concentracdo (mg/L) . Concentragao
(min) (min) (min) S x P (min) (mg/L)
21 31 21 31 21 31 21 31
LINH/O  3,44+0,01Aa 3,41+0,01Aa | LDZL/0O  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  9,5640,32Aa 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/O  3,3740,22 3,13+0,18 LIH/O 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  3,134#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  9,3240,14 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 10,5840,15

Médias seguidas de mesma letra maiuscula na coluna e de mesma letra mindscula na linha ndo diferem estatisticamente pelo Teste de Tukey a 5% de probabilidade.
LINH — Leite Integral Ndo Homogeneizado; LIH - Leite Integral Homogeneizado; LD — Leite Desnatado; LDZL — Leite Desnatado Zero Lactose; LIZL — Leite Integral Zero

Lactose.



