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EFEITO ANTIBACTERIANO DA AGUA OZONIZADA SOBRE AGENTES
ETIOLOGICOS DE DOENCAS TRANSMITIDAS POR ALIMENTOS

RESUMO

Os vegetais frescos tém sido frequentemente identificados como fonte de patdégenos
bacterianos que podem causar doencas transmitidas por alimentos. Os patégenos
microbianos podem aderir e formar biofilmes nas superficies das frutas cruas e de
hortalicas folhosas e podem ser dificeis de remover. Diferentes sanitizantes quimicos
sdo empregados para higienizacdo de alimentos, no entanto o 0zonio, devido ao seu
poder oxidativo, tem amplo efeito antibacteriano em uma variedade de espécies,
incluindo esporos, células vegetativas e bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.
O ozbnio € uma ferramenta importante na sanitizacao de vegetais e desempenha um
papel relevante na melhoria da qualidade alimentar e da seguranga microbiana, pois
o controle da deterioracdo e microrganismos patogénicos é fundamental em toda a
cadeia de producao de cultivo, processamento, distribuicdo e consumo. Objetivou-se
nesta pesquisa avaliar a eficacia da agua ozonizada na inativacdo de Salmonella
Enterica sorovar Typhimurium (TTC 14028) e Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43888)
em tomates da variedade Sweet grape. Para realizacdo dos experimentos a
viabilidade bacteriana em suspensdo e em tomates inoculados, o inéculo foi
preparado em caldo tripticaseina de soja, e incubado a 37 °C por 24 horas e ajustado
paral0® UFC mL 1. Os tomates foram inoculados colocando 10 unidades em recipeinte
de vidro autoclavado contendo 500mL do in6culo de cada bactéria e agitados
suavemente por 10 min, e depositados em cabine de biosseguranca por 12 horas para
facilitar a fixacéo bacteriana, posteriormente foram retirados e secos ao ar por 10 min,
em cabine de bioseguranca. A ozonizacdo da agua foi produzido por um gerador de
ozbnio comercial operando com efeito corona e alimentado por oxigénio puro (1,0 L
minuto!). A concentracdo do gas limitada pelo equipamento, calibrado teve uma
vazdo de Oz de 17mg. L 1. As suspensdes bacterianas e os tomates inoculados foram
expostos ao Os diretamente pelo borbulhamento permanente em uma temperatura do
ambiente controlada de 20°C. Amostras de 0,1 mL foram coletadas em diferentes
periodos de tempo (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 minutos), e
inoculadas em &gar eosina azul de metileno e agar xilose lisina desoxicolato,
incubadas a 37°C por 24-48 horas quando as colbnias foram contadas. Para analise
dos dados foi utilizada estatistica descritiva das contagens microbianas. Foi aplicado
0 Teste de Anadlise de Variancia (ANOVA) com teste de comparacao multipla de Tukey
para verificar possiveis diferencas significativas entre as contagens microbianas ao
longo do tempo de exposicdo dos tomates a agua ozonizada. Foi observada
inativacdo de Salmonella enterica sorovar Typhimurium (ATCC 14028) e de
Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43888) em suspensado em 90 minutos e 120 minutos,
respectivamente. E. coli foi mais resistente a acdo da agua ozonizada, pois sua
contagem microbiana foi nula a 15 minutos de exposi¢cdo dos tomates inoculados.
Enquanto que os tomates contaminados com S. typhimurium precisaram somente de
10 minutos em exposicdo a agua ozonizada para serem considerados livres de
contaminagao. A aplicacdo de oz6nio aquoso na modalidade dindmica apresentou
efeitos antimicrobianos na taxa de inativacdo das células bacterianas em suspensao
e ligadas (biofilme) a superficie dos tomates.

Palavras-chave:Escherichia coli 0157:H7; Salmonella Enterica; tomates;
contaminac¢dao; ozoénio.



ANTIBACTERIAL EFFECT OF OZONIZED WATER ON ETIOLOGICAL AGENTS
OF FOOD-BORNE DISEASES

SUMMARY

Fresh vegetables have been frequently identified as a source of bacterial pathogens
that can cause foodborne illnesses. Microbial pathogens can adhere and form biofilms
on the surfaces of raw fruits and leafy vegetables and can be difficult to remove.
Different chemical sanitizers are used for food sanitization, however ozone, due to its
oxidative power, has a broad antibacterial effect on a variety of species, including
spores, vegetative cells and Gram-positive and Gram-negative bacteria. Ozone is an
important tool in vegetable sanitization and plays a relevant role in improving food
quality and microbial safety, since the control of spoilage and pathogenic
microorganisms is essential throughout the production chain of cultivation, processing,
distribution and consumption. The aim of this study was to evaluate the efficacy of
ozonated water in the inactivation of Salmonella Enterica serovar Typhimurium (TTC
14028) and Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43888) in Sweet Grape tomatoes. To
perform the experiments on bacterial viability in suspension and in inoculated
tomatoes, the inoculum was prepared in tryptic soybean broth and incubated at 37 °C
for 24 hours and adjusted to 108 CFU mL* The tomatoes were inoculated by placing
10 units in an autoclaved glass container containing 500 mL of the inoculum of each
bacteria and gently shaken for 10 min, and deposited in a biosafety cabinet for 12
hours to facilitate bacterial fixation, subsequently they were removed and air-dried for
10 min in a biosafety cabinet. The ozonation of the water was produced by a
commercial ozone generator operating with corona effect and fed by pure oxygen (1.0
L minute). The gas concentration limited by the calibrated equipment had an Os flow
rate of 17 mg. L. The bacterial suspensions and the inoculated tomatoes were
exposed to Os directly by permanent bubbling at a controlled room temperature of
20°C. Samples of 0.1 mL were collected at different time periods (0, 5, 10, 15, 20, 25,
30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 minutes), and inoculated on eosin methylene blue agar and
xylose lysine deoxycholate agar, incubated at 37°C for 24-48 hours when the colonies
were counted. Descriptive statistics of the microbial counts were used for data analysis.
The Analysis of Variance (ANOVA) test with Tukey's multiple comparison test was
applied to verify possible significant differences between the microbial counts over the
time of exposure of the tomatoes to ozonated water. Inactivation of Salmonella enterica
serovar Typhimurium (ATCC 14028) and Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43888) in
suspension was observed in 90 minutes and 120 minutes, respectively. E. coli was
more resistant to the action of ozonated water, since its microbial count was zero 15
minutes after exposure of the inoculated tomatoes. Meanwhile, tomatoes
contaminated with S. typhimurium needed only 10 minutes of exposure to ozonated
water to be considered free of contamination. The application of aqueous ozone in the
dynamic mode showed antimicrobial effects on the inactivation rate of bacterial cells
in suspension and attached (biofilm) to the surface of the tomatoes.

Keywords: Escherichia coli O157:H7; Salmonella Enterica; tomatoes; Contamination;
ozone.
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1 INTRODUCAO

A contaminacdo de alimentos € uma preocupacédo central para a saude
publica, uma vez que alimentos contaminados sao veiculos de diversos
patdégenos que podem causar surtos de doencas, impactando significativamente
a saude da populacdo (WIEDMAN et al., 2015; FAOUR-KLINGBEIL et al., 2016;
MSIMANGO et al., 2023). A qualidade microbioldgica dos alimentos €, portanto,
um aspecto crucial a ser controlado para garantir a seguranca do alimento para
o consumo. No Brasil, assim como em outros paises, a vigilancia sanitaria
desempenha um papel fundamental na prevencao de contaminacdes, através da
aplicacao rigorosa de legislacfes especificas e da promocao de praticas seguras
na cadeia de producao e distribuicdo de alimentos (CDC, 2020; ANVISA 2022).
Assim, ressalta-se a importancia de compreender e abordar os diversos fatores
gue influenciam a contaminagdo alimentar, desde a producdo até o consumo
final.

Nesse sentido, a seguranca microbioldgica de alimentos € um pilar muito
importante para a protecdo da saude publica, uma vez que a presenca de
microrganismos patogénicos em alimentos pode causar surtos de doencgas
graves. As medidas de controle, portanto, sdo projetadas para prevenir a
contaminacgdo e garantir que os alimentos sejam seguros para o consumo. No
Brasil, a legislagcdo que regulamenta a seguranca microbiolégica dos alimentos
€ bastante robusta, com normas especificas que estabelecem os limites
aceitaveis para diferentes tipos de microrganismos. Essas regulamentacfes sao
formuladas com base em uma ampla gama de estudos cientificos e séo
continuamente atualizadas para incorporar novos conhecimentos e tecnologias
(SCHREINER, 2020).

Nesse contexto, a regulamentacao de seguranca alimentar € fundamental
para garantir a integridade de toda a cadeia de producéo, desde a colheita até a
distribuicdo. Internacionalmente, as normas de seguranca microbioldgica
estabelecem parametros rigorosos para o0 controle de microrganismos
patogénicos em alimentos. As regulamentacdes globais sdo essenciais para
prevenir a presenca de microrganismos perigosos como Escherichia coli e
Salmonella spp. frequentemente associados a surtos de doencas transmitidas

por alimentos. (SIQUEIRA, 2022). Essas normas exigem que os alimentos
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cumpram critérios especificos para garantir a seguranca do consumidor,
destacando a importancia de monitorar e controlar a contaminacéo
microbioldgica ao longo de toda a cadeia de producdo (WHO, 2022).

O cumprimento dessas normas, no entanto, vai além da simples adeséo
aos padrdes estabelecidos. Ele requer uma compreensao detalhada dos riscos
microbiologicos especificos de cada tipo de alimento. Os alimentos de origem
vegetal, como frutas e hortalicas, sdo mais suscetiveis a contaminacao por
microrganismos presentes no solo, na 4gua de irrigacdo ou durante 0 manuseio
pés-colheita (ITURRIAGA et al., 2007; HINTZ et al., 2010; ZHOU et al., 2014).

A contaminacdo pode ocorrer diretamente, pela irrigagdo com agua
contaminada por dejetos humanos ou animais, ou indiretamente, durante o
transporte, armazenamento ou manipulagcdo dos alimentos em condi¢cdes
inadequadas. Salmonella, por exemplo, pode sobreviver em superficies como
plastico, madeira e aco inoxidavel por dias ou até semanas, dependendo das
condicdes de umidade e temperatura (YARON; ROMLING, 2014). Além disso, a
Escherichia coli pode persistir no solo por até 90 dias, representando um risco
continuo de contaminacédo durante o cultivo (WIEDEMAN et al., 2015). Portanto,
as praticas sanitarias precisam ser adaptadas para cada situacdo especifica,
considerando fatores como a natureza do alimento, o ambiente de producéo e
as condi¢des de armazenamento (OLAIMAT; HOLLEY, 2012).

Além disso, a aplicacdo eficaz das regulamentacdes exige a
implementacéo de boas praticas de fabricacdo (BPF) e programas de analise de
perigos e pontos criticos de controle (APPCC). Essas abordagens ajudam a
identificar os pontos mais vulneraveis da cadeia de producdo, onde a
contaminagdo microbiolégica pode ocorrer, e a implementar medidas
preventivas adequadas (AWUCHI, 2023). A utilizac&o de tecnologias avancadas
de sanitizacdo, como a ozoniza¢do, pode complementar essas praticas,
proporcionando uma camada adicional de protecdo contra microrganismos
patogénicos (CHANG et al., 2022).

Os alimentos de origem vegetal sdo particularmente suscetiveis a
contaminag¢do microbiolégica devido a sua exposicdo constante a fatores
ambientais, como solo, agua e praticas de manuseio durante e apés a colheita.
Estes fatores criam um ambiente propicio para a introducéo e proliferacdo de
microrganismos patogénicos, incluindo Escherichia coli, Salmonella spp.

17
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Listeriamonocytogenes, entre outros. Esses microrganismos podem estar
presentes de forma natural no ambiente, sendo transportados para os alimentos
através de praticas inadequadas de cultivo, irrigacdo com agua contaminada,
fertilizantes organicos mal compostados e manuseio inadequado durante a
colheita e processamento (GUO et al., 2017; HANNING, et al. 2009; KUMAR,
MRITUNJAY, 2015; BALALI et al.,, 2020). Assim, novas estratégias para
conservar tais hortalicas como o tomate, que é uma hortalica amplamente
consumida e sustentavel a contaminagdo microbioldgica, devido a sua superficie
irregular e de alta umidade, é um dos exemplos do produto que se beneficia com
0 uso de novas estratégias para garantir a seguranca e o frescor desses
alimentos.

A remocdo de patégenos de origem alimentar e bactérias deteriorantes
das superficies de produtos frescos tem se mostrado dificil. A aderéncia
superficial das bactérias pode servir para aumentar a sobrevivéncia das
bactérias durante o processo de lavagem ou higienizacdo (RAJWAR et al.,
2016). Por esta razdo, diferentes técnicas de desinfeccdo, inativacdo ou
destruicdo de microrganismos sao implementadas para melhorar o prazo de
validade das frutas e hortalicas, que podem causar doencas de origem alimentar
ou alteracdes indesejaveis nos alimentos (MENDOZA et al., 2022). O método
convencional e amplamente utilizado para descontaminar alimentos de origem
vegetal € a aplicacdo de desinfetantes quimicos. Esses desinfetantes s&o
usados para lavagem de frutas e hortalicas para reduzir o risco de contaminacéao
microbiana. Contudo, € necessario compreender que diversos fatores, como
concentracéo, tempo de contato, temperatura, carga organica, pH, tipo e carga
de microrganismos afetam a eficacia antimicrobiana de desinfetantes. Os
compostos quimicos utilizados na indastria alimenticia sdo desinfetantes
oxidativos e ndo oxidantes (VIVEK et al., 2019). Os desinfetantes podem ser
oxidantes, como os compostos de cloro e acido peroxiacético (ZAMUNER et al.,
2020; SINGH et al., 2018), e os desinfetantes nao oxidantes mais representativos
S0 os compostos de quaternarios de Amonio (KWASNIEWSKA et al., 2020).

Por sua vez, o tomate uma das hortalicas mais consumidas
mundialmente também faz parte da dieta brasileira, muito apreciado pelas suas
atraentes qualidades sensoriais, destaca-se pelo seu sabor, aroma, textura,

brilho, tamanho e auséncia de defeitos e podriddes. Possui excelente fonte de
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vitaminas, sais minerais, carboidratos, fibras e substancias antioxidantes, além
de compostos que previnem o cancer. O Brasil passou a ocupar lugar de
destaque entre os maiores produtores globais de tomate, devido a participacao
ativa de grandes industrias e impulsionado pela exigéncia de padrdes de
gualidade elevados (EMBRAPA, 2022; CONAB, 2024).

Assim, novas estratégias para conservar tais hortalicas como o tomate,
incluem técnicas avancadas e componentes utilizados em procedimentos de
desinfeccdo. Por exemplo, recentemente métodos de desinfecgcédo desenvolvidos
tém recebido atencdo em varios estudos de contaminagdes comuns devido a
seu impacto minimo na saude e no meio ambiente. Esses métodos propdem
uma abordagem mais sustentavel para este problema e estdo divididos em
meétodos de tratamento com calor e sem calor. Os métodos de tratamento nédo
térmico sao: ozénio (SHEZI et al., 2020), agua eletrolisada (WU et al., 2018),
tecnologia de plama frio (LAROQUE, 2022), alta pressdo hidrostatica
(BALASUBRAMANIAM et al., 2015), ultravioleta (GUO et al., 2017), ultrassom
(BHILWADIKAR et al., 2019) e surfactantes microbianos (GUTIERREZ-CHAVEZ
et al., 2021).
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2. OBJETIVOS

2.1.0BJETIVO GERAL

- Avaliar a eficacia da agua ozonizada na inativacdo deSalmonella
Enterica sorovar Typhimurium (TTC 14028) e Escherichia coli O157:H7 em

tomates da variedade Sweet grape.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

2.2.1 - Avaliar a atividade antibacteriana da agua ozonizada sobre
Salmonella Enterica sorovar Typhimurium (TTC 14028) e Escherichia coli
0157:H7 em suspenséo (plancténica).

2.2.2 - Avaliar a eficacia da dgua ozonizada na sanitiza¢do de tomates da

variedade Sweet grape.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 ALIMENTOS VULNERAVEIS A CONTAMINACAO MICROBIOLOGICA

A contaminacdo microbiologica de alimentos de origem vegetal representa um
risco significativo para a saude publica, uma vez que muitos desses alimentos
sdo consumidos crus ou minimamente processados. Escherichia coli 0157:H7,
€ uma cepa de particular preocupacdo devido a sua capacidade de causar
infec¢des graves, incluindo a sindrome hemolitico-urémica, que pode ser fatal.
Salmonella, por sua vez, € um dos principais agentes causadores de surtos de
doencgas transmitidas por alimentos em todo o mundo, estando frequentemente
associada a produtos como como agua de irrigacdo e esterco utilizados para
irrigar e adubar as plantacées como alface, espinafre e brotos de vegetais (BOPP
et al., 2003; CHANG; FANG, 2007, CHANG, 2022).

Para mitigar esses riscos, é essencial a implementacdo de boas praticas
agricolas (BPA), que incluem o uso de 4gua de irrigacéo de qualidade adequada,
a gestao correta de fertilizantes e a higienizacdo adequada dos equipamentos
de colheita. A pos-colheita também exige atencdo especial, com praticas que
minimizem a manipulagcdo excessiva dos produtos e garantam condi¢cOes
adequadas de armazenamento. A manutencdo de um sistema de refrigeracéo
pode reduzir a proliferacdo de microrganismos durante o transporte e
armazenamento de vegetais frescos (HITCHINS et al., 2016; STEARNS et al.,
2023).

Além das boas préticas agricolas, o controle microbiol6gico de alimentos de
origem vegetal requer uma vigilancia constante e uma andlise rigorosa em todas
as etapas da cadeia produtiva. O sistema APPCC continua a ser uma ferramenta
fundamental para identificar e gerenciar possiveis pontos de contaminacao.
Conforme descrito por Awuchi (2023) em "HACCP, quality, and food safety
management in food and agricultural systems”, o APPCC tem se mostrado
altamente eficaz na reducéo de patégenos em alimentos. No entanto, 0s autores
enfatizam que "sua aplicacdo deve ser rigorosamente adaptada as
especificidades de cada tipo de alimento e ao ambiente de producdo” para

garantir a maxima eficacia na seguranca do alimento (AWUCHI, 2023).
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Estudos sobre a microbiota de alimentos de origem vegetal sdo cruciais para
o0 entendimento dos padrbes de contaminagdo e para o desenvolvimento de
estratégias de controle mais eficazes. Essas pesquisas ajudam a identificar
guais microrganismos estdo mais presentes em certos tipos de alimentos e como
eles interagem com os diferentes ambientes de producéao (ALLENDE et al., 2008,
GIAOURIS et al.; 2018). A compreensado da ecologia microbiana de alimentos
como folhas verdes pode levar ao desenvolvimento de novos métodos de
sanitizagdo que sao mais eficazes contra os patbgenos comumente encontrados
nesses produtos (GUTIERREZ-CHAVEZ. et al., 2021).

Portanto, garantir a seguranca microbiolégica de alimentos de origem vegetal
ndo apenas protege a saude dos consumidores, mas também assegura a
sustentabilidade e a qualidade da producdo agricola. A integracdo de boas
praticas agricolas, vigilancia rigorosa e inovacao tecnoldgica sédo essenciais para
mitigar os riscos associados a contaminacao microbiologica desses alimentos
(ALEGBELEYE, et al., 2018; MARTINELLI et al., 2017).

3.2 A IMPORTANCIA DA SANITIZACAO DE ALIMENTOS

A sanitizacdo de alimentos € uma etapa crucial no controle de patégenos e
na prevencdo de surtos de doencas alimentares, representando uma das
principais medidas para garantir a seguranca do consumidor. Este processo €
fundamental para reduzir a carga microbiana em alimentos, o que nao apenas
contribui para a seguranga microbiolégica, mas também prolonga a vida Util dos
produtos, preservando suas qualidades sensoriais e nutricionais. De acordo com
Vasiliev et al. (2021), "a sanitizagdo eficaz é vital para eliminar ou inativar
microrganismos patogénicos presentes em alimentos, evitando assim a
transmissdo de doencas e a deterioracdo do produto”. A adogcdo de métodos
apropriados de sanitizacdo €, portanto, essencial para proteger a satude publica
e assegurar a qualidade dos alimentos consumidos.

Diversas tecnologias e métodos de sanitizacdo sao aplicados na inddstria
alimenticia, com varia¢cdes significativas dependendo do tipo de alimento e do
risco microbiolégico identificado. A lavagem com agua clorada € um dos métodos

mais comuns e tradicionais, amplamente utilizada por sua eficacia em reduzir a
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contaminacdo microbiana superficial, especialmente em vegetais frescos.
Contudo, este método apresenta limitacbes, como a necessidade de controle
rigoroso da concentracédo de cloro e o potencial de formacdo de subprodutos
toxicos, como os trihalometanos. Segundo Oliveira et al. (2020), "a lavagem com
cloro é eficaz, mas sua eficacia pode ser comprometida se nédo for
cuidadosamente controlada, e ainda existem preocupacfes com a formacao de
compostos potencialmente perigosos”. Dessa maneira, € fundamental
considerar alternativas e tecnologias complementares para garantir a seguranga
dos alimentos (OLIVEIRA et al. 2020).

Diante dessas limitacGes, tecnologias emergentes tém sido desenvolvidas e
adotadas na industria para melhorar a eficacia da sanitizagcdo, minimizando os
Impactos negativos sobre os alimentos e o meio ambiente. O uso do o0zo6nio,
tanto na forma de gas quanto dissolvido em 4gua, tem se destacado como uma
alternativa promissora. O 0z6nio € um agente oxidante poderoso, capaz de
inativar uma ampla gama de microrganismos patogénicos de forma rapida e
eficiente, sem deixar residuos quimicos nos alimentos. Segundo Bialka e Demirci
(2018): "o ozbnio é altamente eficaz na inativagdo de microrganismos em
alimentos frescos e é considerado seguro e ambientalmente correto, pois se
decompde rapidamente em oxigénio". Essa caracteristica torna o 0z6nio uma
opcdo viavel para a sanitizacdo na industria alimenticia (BIALKA e DEMIRCI,
2018).

Apesar das vantagens associadas ao uso do 0z6nio, sua aplicacdo também
exige cuidados especificos, como o controle das concentracdes utilizadas e o
tempo de exposicao, para evitar danos ao alimento e garantir a seguranca dos
operadores. Além disso, "a aplicacdo do ozdnio enfrenta desafios relacionados
a regulamentacdo e a aceitagdo por parte da indastria e dos consumidores”,
conforme destacado por Farkas e Pinter (2021). Esses aspectos sdo cruciais
para garantir que os beneficios do ozénio sejam plenamente aproveitados, sem
comprometer a seguranca dos alimentos (FARKAS e PINTER (2021).

A escolha do método de sanitizacdo mais adequado deve considerar as
caracteristicas especificas do alimento, o tipo e nivel de contaminacao
microbiana, e as condi¢cdes de processamento e armazenamento. Por exemplo,
alimentos frescos e minimamente processados, como frutas e vegetais,

requerem métodos que preservem sua qualidade sensorial e nutritiva, a0 mesmo
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tempo em que garantam a eliminacao eficaz dos patégenos. Nesse contexto, a
combinacéao de diferentes tecnologias de sanitizacéo, como o uso sequencial de
agua clorada e ozbnio, pode oferecer uma abordagem mais robusta e eficaz
(MARVASI et al.,2014).

Além dos métodos mencionados, outras tecnologias, como a radiacao
ultravioleta (UV) e os acidos organicos, também tém sido exploradas como
alternativas ou complementos aos processos tradicionais de sanitizacdo. "A
radiacdo UV é uma técnica ndo térmica que pode inativar microrganismos na
superficie dos alimentos, preservando sua qualidade e integridade”, conforme
discutido por O'Donnell et. al. (2017). Essa abordagem oferece uma maneira
eficaz de melhorar a seguranca alimentar sem comprometer as caracteristicas
sensoriais dos produtos (O'DONNELL et. al. 2017).

Em sintese, a sanitizagcdo de alimentos é uma etapa indispensavel na
producado de alimentos seguros, e a escolha do método mais apropriado deve
ser baseada em uma avaliacdo cuidadosa dos riscos e beneficios. A continua
pesquisa e inovacdo na area de tecnologias de sanitizacdo sdo essenciais para
enfrentar os desafios emergentes na seguranca alimentar e para responder as
crescentes demandas por alimentos seguros e de alta qualidade no mercado

global.

3.3 0 USO DE AGUA OZONIZADA E DO GAS OZONIO NA SANITIZACAO DE
ALIMENTOS

O uso de agua ozonizada e do gas 0zo6nio na sanitizacdo de alimentos tem
se tornado uma alternativa promissora e eficaz no controle microbioldgico,
ganhando destaque tanto na pesquisa cientifica quanto na aplicacdo industrial.
O ozbnio, devido a sua natureza como um dos mais potentes agentes oxidantes
disponiveis, é capaz de inativar uma ampla gama de microrganismos, incluindo
bactérias, virus e fungos, de maneira rapida e eficiente. Segundo Pereira et. al.
(2021), "o ozbnio € altamente eficaz na inativagdo de microrganismos em
alimentos frescos, apresentando uma vantagem significativa sobre outros
sanitizantes tradicionais devido a sua capacidade de oxidar rapidamente

componentes celulares criticos dos patégenos" (PEREIRAet. al. 2021).
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A aplicacdo de ozbnio em alimentos de origem vegetal, em particular, tem
mostrado resultados promissores na reducdo de patdégenos, como Escherichia
coli e Salmonella, contribuindo significativamente para a melhoria da seguranca
do alimento. Estudos indicam que o tratamento com 0zo6nio pode reduzir a carga
microbiana em vegetais frescos sem comprometer a qualidade sensorial dos
produtos, como cor, textura e sabor. "O uso de 4gua ozonizada na sanitizacao
de vegetais € eficaz na reducdo de patégenos e mantém as propriedades
sensoriais dos alimentos, o que € uma grande vantagem em relacdo a outros
métodos"”, afirmam Gongalves et. al. (2021).

Além de sua eficacia na eliminacdo de microrganismos, 0 uso do 0zoénio
como agente sanitizante € amplamente considerado uma tecnologia verde. Isso
se deve a natureza nao residual do ozbénio, que se decompde rapidamente em
oxigénio apds sua aplicacdo, ndo deixando residuos quimicos prejudiciais nos
alimentos ou no meio ambiente. De acordo com Ponce et. al. (2021), "o 0zbnio
€ um sanitizante ambientalmente amigavel, pois hdo gera subprodutos téxicos e
sua decomposicdo em oxigénio elimina qualquer risco de contaminac¢éo quimica
residual”.

Essa caracteristica torna o 0zénio uma opcao atraente para industrias que
buscam atender as demandas crescentes por praticas de producéo sustentavel
e pela reducdo de impactos ambientais negativos. Ao contrario de outros
sanitizantes, como o cloro, que pode formar compostos toxicos e prejudiciais ao
meio ambiente, o 0zdénio oferece uma solucao limpa e eficiente. "A sanitizacéo
com ozo6nio € uma alternativa sustentavel ao uso de cloro, evitando a formacéo
de subprodutos prejudiciais e contribuindo para praticas de seguranca alimentar
ambientalmente responsaveis" (BINTSIS et al, 2019).

Apesar das suas vantagens, a aplicacdo do ozbnio na sanitizacdo de
alimentos ainda enfrenta desafios praticos, como a necessidade de sistemas de
geracao de ozobnio in situ e o controle rigoroso das concentracfes e do tempo de
exposicdo para garantir a eficacia sem comprometer a integridade dos alimentos.
"A implementacéo de sistemas de oz6nio requer um entendimento técnico e um
controle preciso para maximizar a eficacia enquanto se mantém a qualidade do
produto” (FARKAS e PINTER, 2021).
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Por fim, o uso de agua ozonizada e gas 0zOnio na sanitizacdo de
alimentos representa uma evolugcdo significativa nas praticas de controle
microbioldgico, oferecendo uma solucdo eficaz, segura e sustentavel. Com a
continua inovacgao tecnoldgica e o aprimoramento das praticas de aplicacdo, o
ozobnio tem o potencial de se tornar uma das principais ferramentas na busca por

alimentos mais seguros e ambientalmente responsaveis.

3.4 SANITIZACAO DE ALIMENTOS COM OzONIO EM GERAL E COM
TOMATE EM PARTICULAR

A sanitizacdo de alimentos com 0z6nio tem ganhado relevancia como uma
tecnologia avancada e eficiente para garantir a seguranca microbiolégica de
diversos produtos alimentares. O ozénio, devido a sua poderosa acao oxidante,
€ capaz de eliminar uma ampla gama de microrganismos patogénicos, incluindo
bactérias, virus e fungos. Essa tecnologia se destaca por sua eficacia na reducéo
da carga microbiana sem a necessidade de aditivos quimicos residuais, o0 que a
torna uma alternativa atrativa para a industria alimenticia, especialmente em
tempos de crescente demanda por produtos mais seguros e ecologicamente
sustentaveis (PONCE et al., 2021).

No caso dos alimentos de origem vegetal, como frutas e legumes, o
o0z6nio tem se mostrado particularmente eficaz. A aplicacdo de agua ozonizada
ou gas ozobnio durante a sanitizacdo ndo apenas ajuda a prolongar a vida util dos
produtos, como também mantém suas propriedades sensoriais, como cor e
textura, sem comprometer a qualidade. O tomate, uma hortalica amplamente
consumida e suscetivel a contaminagdo microbiolégica devido a sua superficie
irregular e a alta umidade, € um exemplo de produto que se beneficia do uso de
o0zo6nio para garantir sua seguranca e frescor (GONCALVES et al., 2021).

Estudos demonstram que a sanitizacdo de tomates com ozbnio pode
reduzir significativamente a presenca de microrganismos como Escherichia coli
e Salmonella, que s&o frequentemente associados a surtos de doencas
transmitidas por alimentos. Além disso, a aplicacdo de 0zdnio em tomates tem
sido eficaz na inativacdo de fungos que podem causar deterioracdo precoce,
como Botrytis cinerea, contribuindo para uma vida de prateleira mais longa e com

menos perdas pos-colheita. A eficiéncia do ozénio no controle de patégenos e
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na preservacao da qualidade dos tomates € um ponto crucial para produtores e
distribuidores que buscam alternativas as praticas tradicionais de sanitizacao
(PEREIRA et al., 2021).

Além de sua eficacia microbiolégica, o uso de 0zbénio na sanitizagdo de
tomates também € considerado uma pratica sustentavel. Diferente de outros
métodos que utilizam agentes quimicos, o 0zoénio se decompde rapidamente em
oxigénio apds a aplicacéo, eliminando o risco de residuos prejudiciais tanto para
0s consumidores quanto para o meio ambiente. Essa caracteristica faz do ozénio
uma tecnologia limpa e alinhada com as crescentes exigéncias por praticas
agricolas mais ecolégicas e menos dependentes de substancias quimicas
(PONCE et al., 2021).

Sintetizando, a sanitizagdo de alimentos com o0z6nio, com um foco
especifico no tomate, representa uma solugdo moderna e eficiente para os
desafios de seguranca alimentar e preservacao de qualidade. Com a continua
adocado dessa tecnologia, espera-se que 0 0z0nio se torne uma ferramenta
padrdo na industria de alimentos, ajudando a garantir produtos mais seguros,
frescos e ambientalmente responsaveis, ao mesmo tempo em que atende as
demandas de um mercado cada vez mais exigente por sustentabilidade e
seguranca (GONCALVES et al., 2021).

Cada um desses topicos aborda aspectos cruciais da seguranca alimentar
e reflete a complexidade de garantir que os alimentos cheguem aos
consumidores de forma segura. A integracdo de conhecimento sobre
contaminacgéo, seguranca microbioldgica, microrganismos especificos e técnicas
de sanitizacdo é essencial para o desenvolvimento de estratégias eficazes na
prevencdo de doencas transmitidas por alimentos. Assim, a pesquisa e 0
desenvolvimento continuos nesta area sdo fundamentais para a saude publica,
contribuindo para a reducao de surtos de doencas e para a promocao de praticas
alimentares mais seguras e sustentaveis (EHUWA et. al., 2021).

Salmonella spp € um patdgeno de grande relevancia no campo da
seguranca alimentar, especialmente devido a sua capacidade de causar
infecgbes severas em humanos, como gastroenterite e, em casos mais graves,
febre tifoide. A elevada prevaléncia de Salmonella em diversos alimentos,
incluindo carnes, ovos, produtos lacteos e vegetais, faz com que esse

microrganismo seja um alvo constante de vigilancia sanitaria e de pesquisas
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cientificas. Dados recentes indicam que a Salmonella é responsavel por uma
parte significativa das doencas transmitidas por alimentos em todo o mundo,
representando uma preocupacdo continua para a saude publica global
(FERREIRA et al., 2021).

Nos Ultimos dez anos, a pesquisa sobre Salmonella evoluiu
significativamente, com avan¢os na compreensao dos mecanismos de infeccéo
e sobrevivéncia desse patdégeno. Estudos gendmicos tém revelado a
complexidade genética das cepas de Salmonella, permitindo identificar fatores
de viruléncia especificos que facilitam a colonizacdo e a sobrevivéncia em
diferentes hospedeiros. Além disso, a capacidade da Salmonella de formar
biofilmes em superficies inertes, como equipamentos de processamento de
alimentos, tem sido um foco importante de estudo, uma vez que esses biofilmes
protegem as bactérias contra agentes de sanitizacdo e contribuem para a

persisténcia da contaminacdo em ambientes industriais (BARROW et al., 2020).

3.5 ESCHERICHIA COLI, UM CASO EM PARTICULAR

Entre os microrganismos de maior relevancia em seguranca do alimento, a
Escherichia coli aparece particularmente devido a sua forte associacdo com
surtos de doencas transmitidas por alimentos. Embora a maioria das cepas de
E. coli sejam inofensivas e constituam parte da microbiota normal do intestino
humano, algumas variantes patogénicas, como E. coli 0157:H7, podem resultar
em infeccdes severas, incluindo gastroenterite, infecgdes urinarias e, em casos
mais graves, a sindrome hemolitico-urémica, que pode levar a insuficiéncia renal
e morte. A patogenicidade dessa cepa esté relacionada a producéo de toxinas
Shiga, que podem causar danos significativos a mucosa intestinal e a outros
orgaos (ENG et al., 2014).

A presenca de E. coli em alimentos, especialmente em produtos de origem
vegetal, € um indicativo crucial de contaminacao fecal, sugerindo falhas graves
nas préaticas de higiene ao longo da cadeia produtiva. Esta contaminag¢do pode
ocorrer em diversas etapas, desde o campo, através do uso de agua de irrigacéo
contaminada, até a manipulacao inadequada durante a colheita, processamento

e distribuicdo dos alimentos. E. coli é, portanto, utilizada como um organismo
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indicador nas analises microbioldgicas de alimentos para avaliar a eficacia das
praticas de sanitizacéo e higiene (TORTORA et al., 2017).

O controle de E. coli em alimentos é essencial para garantir a seguranga
do alimento e proteger a saude publica. Esse controle envolve uma combinagéo
de medidas preventivas e corretivas, como a implementacao rigorosa de boas
praticas agricolas e de fabricacdo, que incluem a ado¢do de agua potavel para
irrigacdo, a sanitizacdo adequada dos equipamentos e superficies, e a educacao
continuada dos trabalhadores envolvidos na cadeia produtiva sobre a
importancia da higiene pessoal e do ambiente. Além disso, a aplicacdo de
tecnologias avancadas, como o uso de métodos de deteccéao rapidos e sensiveis
para E. coli em alimentos, tem se mostrado eficaz na prevencdo de surtos
(BERGAMO et al., 2020).

As autoridades reguladoras, como a Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria (ANVISA) no Brasil, ttm um papel elementar no estabelecimento de
limites rigorosos para a presenca de Escherichia coli em alimentos, visando
minimizar os riscos a saude publica. Em conformidade com a Resolu¢gdo RDC n°
331, de 23 de dezembro de 2019, que "estabelece os padrdes microbioldgicos
de alimentos e sua aplicacdo", a ANVISA refor¢a a importancia da seguranca
dos produtos prontos para o consumo, uma medida que sublinha a importancia
de manter praticas rigorosas de seguranca em todas as etapas da cadeia
produtiva (BRASIL, 2019). Essa legislacdo esta alinhada com as normas
internacionais de seguranca alimentar, que visam reduzir a incidéncia de
doencas transmitidas por alimentos, conforme discutido por Jones et al. (2020)
em "Global Standards for Food Safety and the Control of Pathogens”, (BRASIL,
2019; JONES et al.; 2020)

A identificacdo de E. coli em alimentos, além de ser um indicador de
contaminacéo fecal, serve como um alerta para a presenca potencial de outros
patdgenos transmitidos por via fecal-oral, como Salmonella spp. e Shigella spp.
Portanto, sua deteccédo desencadeia agdes corretivas que vao desde a revisao
das praticas de higiene até a implementacdo de medidas de controle mais
rigidas, garantindo que o alimento final esteja seguro para o consumo. Dada a
importancia de E. colicomo um patdgeno de interesse em seguranca do alimento
para 0 consumo, a pesquisa continua sobre seus mecanismos de sobrevivéncia

e viruléncia em diferentes matrizes alimentares é fundamental. Isso inclui
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estudos sobre a eficacia de novos métodos de sanitizagcdo, como o uso de
tratamentos térmicos, radiacdo UV e ozonizacdo, que podem ser aplicados na
reducdo ou eliminagao de E. coli em alimentos frescos. Em resumo, Escherichia
coli € um microrganismo de grande relevancia no contexto de alimento seguro
pra consumo, ndo apenas como um patdgeno potencialmente perigoso, mas
também como um indicador-chave de praticas higiénicas na cadeia produtiva. O
controle rigoroso de E. coli nos alimentos é uma prioridade de saude publica,
demandando uma abordagem integrada que combine prevencéo,
monitoramento continuo e aplicacdo de tecnologias inovadoras para assegurar
a qualidade microbioldgica dos alimentos consumidos pela populacéao (SILVA et
al., 2017).

A principal diferenga entre as paredes celulares de Salmonella e E. coli reside
na estrutura que determina sua classificacdo na coloragcéo de Gram. Ambas sao
bactérias Gram-negativas, apresentando paredes celulares complexas que se
coram de vermelho ou rosa durante o procedimento de coloracdo de Gram. Essa
caracteristica é atribuida a presenca de uma fina camada de peptideoglicano
situada entre a membrana citoplasmatica interna e uma membrana externa
composta por lipopolissacarideos, conferindo-lhes uma estrutura mais complexa
em comparacao as bactérias Gram-positivas. As bactérias Gram-positivas, por
outro lado, possuem uma parede celular mais espessa, rica em peptideoglicano,
e carecem de uma membrana externa. Essa composi¢ao permite que retenham
0 corante cristal violeta durante a coloracdo de Gram, resultando em uma
coloracdo azul ou violeta. A espessa camada de peptideoglicano, juntamente
com &cidos teicoicos presentes na parede celular, contribui para a rigidez e a
forma dessas células. A sensibilidade ao oz6nio varia entre os diferentes tipos
de bactérias. Estudos indicam que bactérias Gram-negativas, como Salmonella
e E. coli, sédo geralmente mais suscetiveis a acdo antimicrobiana do ozénio em
comparacao as Gram-positivas. Essa maior sensibilidade € atribuida a estrutura
de sua parede celular, que possui uma camada de peptideoglicano mais fina,
facilitando a penetracdo e a acdo oxidativa do ozdnio. Por outro lado, as
bactérias Gram-positivas, com sua espessa camada de peptideoglicano,
apresentam maior resisténcia ao 0z06nio, tornando-as menos suscetiveis a
inativagao por esse agente oxidante. Em suma, a consideracdo de métodos de

sanitizagdo que utilizam ozonio deve levar em conta as diferengas estruturais

30



31

entre bactérias Gram-negativas e Gram-positivas, uma vez que essas
caracteristicas influenciam diretamente a eficacia do tratamento antimicrobiano
(ANAMMA, 2023).

De acordo com Silva et al. (2011), a reducgao ou a inativagao da populacdo
microbiana devido a ozonizacdo depende da concentracdo de ozénio, do tempo
de aplicacdo e do micro-organismo envolvido. Silva et al. (2011) defendem que
as bactérias Gram-negativas possuem maior sensibilidade ao 0zbnio com
relacdo as Gram-positivas devido a menor quantidade de peptideoglicano da
parede celular, sendo o género Staphylococcus um dos mais 28 resistentes. Por
outro lado, Pascual et al. (1997) documentam que as Gram-positivas sdo mais

sensiveis.

3. 6 SALMONELLA E A SALMONELOSE

A ingestao de alimentos contaminados com Salmonella spp pode resultar em
salmonelose, uma infeccdo que frequentemente provoca sintomas
gastrointestinais como diarreia, colicas abdominais e febre. Em casos mais
graves, especialmente em populacdes vulneraveis como criangas, idosos e
pessoas imunocomprometidas, a salmonelose pode progredir para
complicacfes sistémicas, como septicemia e meningite, que podem ser fatais se
nao tratadas de forma adequada. De acordo com Eng et. al. (2014) em
"Salmonella: A review on pathogenesis, epidemiology and antibiotic resistance",
a infec¢ao por Salmonella spp. pode variar em gravidade, "desde gastroenterite
leve até doencas invasivas mais severas, dependendo tanto da cepa envolvida
guanto da susceptibilidade do hospedeiro” (ENG et. al., 2014).

O controle de Salmonella spp. em alimentos exige uma combinacédo de
medidas preventivas rigorosas ao longo de toda a cadeia de producédo e
consumo. Essas medidas incluem praticas higiénicas estritas, tanto no campo
guanto nas unidades de processamento, como a correta lavagem e desinfeccéo
de vegetais e frutas, e a manutencdo de condicbes de armazenamento
adequadas para impedir o crescimento bacteriano. A higiene durante o manuseio
dos alimentos, incluindo a lavagem frequente das méaos e a limpeza dos
utensilios e superficies de preparacdo, € fundamental para prevenir a

disseminacdo de Salmonella. Ademais, a coccdo adequada dos alimentos,
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atingindo temperaturas suficientes para eliminar a bactéria, € uma medida crucial
na prevencao de infec¢des. De acordo com a Resolucédo RDC n° 331 da ANVISA,
de 23 de dezembro de 2019, "a auséncia de Salmonella é exigida em todos os
alimentos prontos para consumo, e a legislagéo estabelece limites rigorosos para
sua presenca em alimentos crus, como carnes e ovos" (BRASIL, 2019).

A eficacia dessas medidas depende de sua implementacao consistente em
todas as fases da cadeia produtiva, desde o campo até a mesa do consumidor.
A aplicacdo de programas de APPCC continua sendo uma abordagem
amplamente recomendada para identificar e mitigar os riscos de contaminacéo
por Salmonella. Segundo Velazquez et al. (2019), "o sistema APPCC
proporciona uma estrutura robusta para monitorar e reduzir 0S riscos
microbiol6gicos em alimentos, sendo essencial para garantir a seguranca dos
produtos finais destinados ao consumo." No entanto, a eficacia do APPCC
depende da aplicacao rigorosa e do monitoramento continuo em cada etapa da
producao, processamento e distribuicdo dos alimentos.

Outrossim, 0 monitoramento continuo e a pesquisa sobre novas técnicas de
desinfeccdo e sanitizacdo, como o uso de agua ozonizada e radiacdo UV, sédo
essenciais para melhorar o controle da Salmonella em alimentos. Essas
tecnologias emergentes oferecem alternativas promissoras para a reducdo da
carga microbiana em produtos frescos, minimizando o risco de contaminag&o
sem comprometer a qualidade nutricional e sensorial dos alimentos. Portanto, o
controle de Salmonella deve ser uma prioridade em todos os setores da industria
alimenticia, visando proteger a saude publica e garantir a seguranca dos
alimentos consumidos diariamente (GONCALVES et al., 2021).

Essas descobertas tém impulsionado o desenvolvimento de novas
estratégias de controle e prevencao, que vao além dos métodos tradicionais de
sanitizacdo. Tecnologias emergentes, como a aplicacdo de tratamentos térmicos
precisos, radiacdo ultravioleta e o uso de bacteriéfagos especificos, tém
mostrado promessas na reducdo da carga microbiana de Salmonella em
alimentos. Além disso, a integragcédo de programas de gestao de riscos, como o
APPCC, com novas ferramentas de monitoramento em tempo real, esta sendo
explorada para melhorar a eficacia das medidas de controle e reduzir o impacto

da Salmonella na cadeia de producéo de alimentos. Esses avancos sublinham a
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importancia continua da pesquisa e da inovacao tecnoldgica na luta contra esse

patogeno.

3.6.1 Prevaléncia e Impacto da Salmonella e E. coli

Estudos recentes reforcam que a Salmonella ndo apenas é prevalente em
alimentos de origem animal, como carne bovina, aves, ovos e laticinios, mas
também esta presente em produtos vegetais frescos, ampliando o escopo de
preocupacdo na seguranca do alimento. A presenca desse patdgeno em
alimentos de origem vegetal, como alfaces, tomates e outras hortalicas, muitas
vezes resulta da contaminacdo cruzada com fontes animais, como a agua de
irrigacédo contaminada por dejetos de animais ou 0 uso inadequado de esterco
como fertilizante. Essa disseminacdo ampla e variada da Salmonella sublinha a
necessidade de intervencdes preventivas em todos os niveis da cadeia de
producao de alimentos (EHUWA et al., 2021).

A contaminacdo por Salmonella pode ocorrer em vérias fases da cadeia
produtiva, incluindo o cultivo, a colheita, o processamento, 0 armazenamento e
o transporte dos alimentos. Durante o cultivo, praticas agricolas inadequadas,
como o uso de agua contaminada ou a aplicacao de fertilizantes organicos nao
tratados, podem introduzir a Salmonella nos alimentos. No processamento, a
contaminagao pode ser exacerbada pelo manuseio inadequado dos alimentos,
pela falta de higiene nas instalacdes e pela insuficiéncia dos procedimentos de
sanitizacdo. Além disso, a falta de controle de temperatura durante o
armazenamento e transporte pode permitir o crescimento e a multiplicacao de
Salmonella, aumentando o risco de infec¢do no consumidor final (GONCALVES
et al., 2021).

A associacdo entre a incidéncia de salmonelose em humanos e o
consumo de alimentos contaminados é bem documentada, com evidéncias que
apontam para uma correlagdo direta entre préaticas inadequadas de manuseio de
alimentos e surtos de doencas. Li et al. (2019) destacam que produtos crus ou
mal cozidos representam um risco significativo, uma vez que a Salmonella pode
sobreviver e causar infeccéo se os alimentos ndo forem submetidos a processos

de coccdo adequados. Além disso, a capacidade da Salmonella de sobreviver

33



34

no solo por longos periodos amplia o risco de contaminacdo dos alimentos,
especialmente os de origem vegetal. Estudos recentes mostram que a
Salmonella pode persistir em solos agricolas por meses, dependendo de fatores
como a umidade, a temperatura e a presenca de matéria organica (EHUWA et
al., 2021).

Além da Salmonella, a E. coli também apresenta uma notavel capacidade
de sobrevivéncia no solo e na &agua contaminada, contribuindo para a
contaminagcdo de alimentos de origem vegetal. Estudos indicam que E. coli,
especialmente cepas patogénicas como E. coli O157:H7, pode persistir no solo
por até 90 dias, dependendo de condicbes ambientais como umidade,
temperatura e niveis de matéria organica. Na agua, sua sobrevivéncia é
influenciada pela presencga de nutrientes e a auséncia de agentes inativadores,
podendo manter sua viabilidade em sistemas de irrigacdo contaminados por
fezes humanas ou animais. Assim como a Salmonella, a E. coli pode ser
transferida para frutas, legumes e hortalicas durante o cultivo, a colheita e o
transporte, tornando-se uma importante fonte de doengas transmitidas por
alimentos quando os produtos sao consumidos crus ou mal lavados. Essa
dindmica ressalta a importancia de préaticas agricolas seguras, incluindo o
tratamento adequado da agua de irrigacéo e a prevencao da contaminacao fecal
nas areas de cultivo (WIEDEMANN et al., 2015).

Essa sobrevivéncia prolongada no solo pode resultar na contaminacao de
hortalicas e frutas cultivadas em campos onde o solo esta exposto a agua de
irrigacdo contaminada ou a fertilizantes de origem animal mal tratados. Além
disso, préaticas inadequadas de compostagem de residuos animais podem
introduzir o patégeno no ambiente agricola, aumentando ainda mais o risco de
contaminacdo cruzada. Uma vez contaminados, esses alimentos podem
carregar a bactéria até o consumidor final, especialmente se ndo forem lavados
ou cozidos adequadamente antes do consumo. Este cenario ressalta a
importancia de controles mais rigorosos, incluindo a educacao dos consumidores
sobre a importancia do cozimento adequado, bem como a implementacdo de
medidas mais eficazes de controle de qualidade e seguranca do alimento em
toda a cadeia de producdo. Além disso, praticas agricolas como o tratamento

correto da agua de irrigacdo, o uso seguro de fertilizantes e a rotatividade de
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culturas em solos contaminados sdo essenciais para mitigar 0s riscos

associados a sobrevivéncia prolongada da Salmonella no solo (LI et al., 2019).

3.6.2 Mecanismos de Infeccao

A compreensdo dos mecanismos de infeccdo da Salmonella foi
significativamente aprofundada com o avanco dos estudos moleculares, que
trouxeram a luz as complexas estratégias adaptativas dessa bactéria. Um dos
aspectos mais criticos descobertos é a capacidade da Salmonella de formar
biofilmes. Além da resisténcia fisica proporcionada pelo biofilme, estudos
recentes revelaram que as bactérias dentro dos biofilmes exibem uma expressao
génica distinta que as torna mais resilientes aos tratamentos antimicrobianos.
Barrow e Methner (2020) mostram que, no ambiente do biofilme, a Salmonella
pode entrar em um estado de baixa atividade metabdlica, o que a torna menos
suscetivel a agentes sanitizantes que normalmente seriam eficazes contra
bactérias em estado livre (planctbnicas). Esse comportamento adaptativo
permite que a Salmonella persista por longos periodos em superficies de
processamento, aumentando o risco de contaminacdo cruzada e subsequente
infeccdo alimentar (SANTOS et al., 2021; SILVA et al.,, 2020; SOUZA et al.,
2020).

Outro fator importante destacado pelos estudos € a capacidade da
Salmonella de sobreviver em uma ampla gama de hospedeiros, o que contribui
para sua disseminacéao global. Essa versatilidade é facilitada pela expresséo de
genes especificos que permitem a bactéria se adaptar a diferentes ambientes e
hospedeiros, desde o trato gastrointestinal de animais até superficies inertes em
ambientes de processamento de alimentos. Essa adaptabilidade genética e
fenotipica da Salmonella, revelada por técnicas de sequenciamento de ultima
geracdo, sublinha a necessidade de novas abordagens na sanitizacdo e no
controle de contaminacdo, que levem em conta ndo apenas a eliminagcédo das
bactérias em estado livre, mas também a desagregacéo e remocao eficaz dos
biofilmes (SOUZA et al., 2020).
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3.6.3 Estratégias de controle

Avancos tecnoldgicos na deteccgéo e controle da Salmonella tém sido foco
de inimeras pesquisas. O uso de tecnologias emergentes, como a sanitizacdo
com o0zbnio e a aplicacdo de bacteriéfagos especificos, tém mostrado eficacia
significativa na reducdo da carga microbiana em alimentos. Segundo Zhang et
al. (2021), o tratamento com 0z6nio ndo so reduz a presenca de Salmonella em
vegetais frescos, mas também preserva a qualidade sensorial dos alimentos,
oferecendo uma alternativa promissora aos métodos tradicionais de sanitizacao.

Além disso, programas de controle como o APPCC permanecem centrais
na gestdo dos riscos microbiologicos em alimentos, sendo amplamente
reconhecidos por sua eficacia. Esses programas tém sido continuamente
aprimorados e adaptados as necessidades modernas da industria alimenticia,
incorporando novas descobertas cientificas e tecnologias avancadas.
Recentemente, estudos de Montvile e Matthews (2017) enfatizaram a
necessidade de uma aplicacdo mais rigorosa e abrangente do APPCC em todas
as etapas da cadeia produtiva, desde a producdo primaria até a distribuicao e
consumo, para combater eficazmente a contaminacao por Salmonella.

A integracao de tecnologias emergentes tem potencializado a eficacia dos
programas APPCC. Técnicas de deteccédo rapida, como a proteina C reativa em
tempo real e a espectrometria de massa, tém sido incorporadas como
ferramentas complementares, permitindo a identificacado precoce de Salmonella
em diferentes pontos da cadeia produtiva. Essas tecnologias oferecem uma
sensibilidade e especificidade superiores, reduzindo o tempo necessario para a
deteccdo de patdgenos e, consequentemente, permitindo uma resposta mais
rapida e eficaz na prevencdo da contaminacdo. A combinacdo dessas
tecnologias com o APPCC tradicional representa uma evolucao significativa na
capacidade de monitorar e controlar riscos microbiologicos, conforme destacado
por Montville e Matthews (2017).

Ademais, a eficacia do APPCC é ainda mais amplificada quando os
programas sao personalizados para atender as caracteristicas especificas de
cada etapa da cadeia produtiva. Isso inclui desde o ajuste de parametros criticos
de controle, como temperaturas e tempos de cozimento, até a adocéo de praticas

de sanitizacdo avancadas, como 0 uso de 0z6nio ou radiacdo UV em areas de
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alto risco. A personalizacdo dos programas APPCC, aliada a integracdo de
novas tecnologias, ndo apenas melhora a seguranca dos alimentos, mas
também contribui para a confianga dos consumidores na qualidade dos produtos,
reduzindo a incidéncia de surtos de salmonelose associados a falhas no controle

microbiologico.

3.6.4 Desafios e Perspectivas Futuras

Embora os avancos no controle da doencas transmitidas por alimentos
sejam promissores, desafios significativos permanecem, especialmente no que
diz respeito a resisténcia antimicrobiana. Estudos como o de Hur et al. (2019)
alertam para o aumento da resisténcia de cepas de Salmonella e E. coli a
antibiéticos comumente usados, o que complica o tratamento de infec¢des
humanas e demanda o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.

A pesquisa futura devera concentrar-se em abordagens integradas que
combinem medidas preventivas ao longo da cadeia de producdo com
tecnologias inovadoras de deteccdo e controle, visando reduzir de forma
significativa a incidéncia de salmonelose. Essa abordagem integrada requer uma
sinergia entre diferentes disciplinas, como microbiologia, ciéncia de alimentos, e
engenharia de processos, para desenvolver solugdes que nao apenas previnam
a contaminacgdo, mas também detectem a presenca de Salmonella com rapidez
e precisdo. Tecnologias como a nanotecnologia e a inteligéncia artificial estdo
emergindo como ferramentas promissoras para identificar e neutralizar
patbgenos em tempo real, oferecendo uma nova dimensdo de controle na
producao de alimentos (VELAZQUEZ et al., 2019).

A colaboracao entre setores regulatorios, académicos e industriais sera
essencial para a implementacdo dessas solucbes eficazes e sustentaveis.
Regulamentacdes mais robustas, fundamentadas em evidéncias cientificas
atualizadas, podem guiar a adocdo de novas tecnologias e praticas dentro da
industria alimenticia. Além disso, a academia desempenha um papel crucial na
conducédo de pesquisas que explorem novas fronteiras na deteccdo e controle
de doencas transmitidas por alimentos, enquanto a industria pode fornecer
feedback pratico sobre a aplicabilidade dessas inovacdes no ambiente real de

producdo. Essa parceria tripartite ndo apenas acelera a implementacao de novas
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praticas, mas também garante que elas sejam viaveis e eficazes na pratica,
resultando em uma reducao substancial nos casos de salmonelose e febre tifoide
(BRASIL; MINISTERIO DA SAUDE, 2011; JONES et al., 2020).

Para alcancar um impacto duradouro, é fundamental que as futuras
estratégias de controle de doencas transmitidas por alimentos também
considerem a sustentabilidade e a viabilidade econdmica. Isso inclui o
desenvolvimento de métodos que sejam acessiveis para pequenas e médias
empresas, que muitas vezes enfrentam desafios maiores na implementacgéao de
tecnologias avancadas. A pesquisa e a inovacdo devem, portanto, focar em
solucbes que sejam escalaveis e adaptaveis a diferentes contextos produtivos,
garantindo que todas as partes da cadeia de alimentos possam adotar praticas
gue melhorem e tornem os alimentos seguro pra consumo sem comprometer a

sustentabilidade econdmica ou ambiental.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 INATIVACAO IN VITRO DE ESCHERICHIA COLI E SALMONELLA

4.1.1 Cepas bacterianas e meios de cultura

Foram utilizadas cepas padrdo de Salmonella Enterica sorovar
Typhimurium ATCC 14028 e Escherichia coli 0157:H7 ATCC 43888 (American
Type Culture Collection, Bioscan). As bactérias foram mantidas em agar
tripticaseina de soja (TSA) e confirmadas pelos meios seletivos, como agar
xilose lisina desoxicolato (XLD) e agar eosina azul de metileno (EMB),
respectivamente.

A suspensdo bacteriana foi preparada em caldo tripticaseina de soja
(TSB), e incubada a 37 °C por 24 horas.

As culturas bacterianas foram diluidas para uma concentracdo de
aproximadamente 108 UFC mL. Em seguida, a suspenséo bacteriana individual
foi centrifugada (10.000rpm) por 10 minutos seguida de TSB de ambos os tubos,
decantando o TSB e ressuspendendo os pellets em 10 mL de solucdode NaCl
(0,85%)e agitada em vortex por um minuto. O nivel de in6culo de cada cepa foi
de aproximadamente 10° UFC mL!, ajustado pela escala de McFarland
(BioMerieux, Marcy-I'Etiole, France).

Todos os meios de cultura foram adquiridos da Oxoid Laboratories

(Cambridge, CB5 8BZ, UK) e preparados seguindo as instru¢cdes do fabricante.

4.1.2 Geracéao de ozénio

O ozbnio foi produzido por um gerador de 0zdnio comercial operando com
efeito corona (Ozone & Life 1,5 RM), alimentado por oxigénio puro. A
concentracéo do gas limitada pelo equipamento, calibrado em uma vazéo de Os
de 17mg. L. O fluxo de entrada do gas oxigénio (O2) utilizado foi de 1L por

minuto de O2. O ar ozonizado produzido a vazéo constante pelo aparelho foi
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passado por um tubo de silicone para um difusor. Suspensdes bacterianas (500
mL) foram expostas ao Os diretamente através do borbulhamento permanente
(tratamento dinamico) e temperatura do ambiente controlada de 20°C durante o

desenvolvimento do experimento.

4.1.3 Viabilidade Bacteriana

As cepas bacterianas foram cultivadas em agar tripticaseina de soja (TSA,
Oxoid ®) incubadas a 37°C por 24 horas. Uma colbnia de cada espécie foi
inoculada em 1000 mL de caldo tripticaseina de soja (TSB, Oxoid ®) e incubada
a 37°C por 24 horas. A densidade celular inicial foi determinada usando a escala
de McFarland standard (BioMerieux, Marcy-I'Etiole, Franca) que corresponde a
uma concentracédo de 1,0x108 UF /mL.

Para o tratamento com 0z6nio, a densidade celular das culturas foi ajustada
para concentracdes de 1x10° UFC mL* de solucédo de NaCl (0,85% p/v). Como
controle (sem tratamento com 0z6nio) foi utilizada uma amostra de cada espécie
bacteriana na concentracdo de 1x10% UFC mL™.

Amostras de 0,1 mL, ndo tratadas e tratadas com ozo6nio foram coletadas
em diferentes periodos de tempo (0, 5, 10, 15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60
minutos), e inoculadas em agar tripticaseina de soja e incubados a 37°C por 24-
48 horas e entéo as colbnias foram contadas.

Nos mesmos periodos de tempo, para verificar a eficiéncia inibitoria do
ozobnio, foram retirados 0,1mL da amostra, visando confirmar a presenca de
microrganismos viaveis, por meio da adicdo de0,050 mL do corante Cloreto de
2,3,5 - Trifeniltetrazolio (TTC, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), para
evidenciar a atividade da enzima desidrogenase, envolvida no processo
respiratorio. Pela hidrogenacdo do TTC em seres vivos as células produzem o
trifenil formazan, que é uma substancia vermelha, estavel e ndo difusivel.
Tornou-se possivel distinguir as amostras vivas coradas em vermelho, das
amostras inativas que permanecem na mesma cor (SILVESTER, 1911).

O experimento foi repetido quatro vezes e em seguida obteve-se a média de

UFC/ml e porcentagem de viabilidade celular para cada intervalo de tempo.
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4.2 EFEITO DA AGUA OZONIZADA NA SANITIZACAO DE TOMATES
CONTAMINADOS EXPERIMENTALMENTE COM ESCHERICHIA COLI E
SALMONELLA ENTERICA

4.2.1 Preparacédo de Suspenséo Bacteriana

Os patdgenos comuns associados ao tomate, Salmonella Enterica
sorovarTyphimurium (ATCC 14028) e Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43888)
foram cultivados em &gar tripticaseina de soja (TSA) e confirmadas pelos meios
seletivos, como agar xilose lisina desoxicolato (XLD) e agar eosina azul de
metileno (EMB), respectivamente.

A suspensédo bacteriana para inoculagdo dos tomates foi preparada em
caldo tripticaseina de soja (TSB), e incubada em shaker a 37 °C e 150 rpm por
24 horas.

Todos os meios de cultura foram adquiridos da Oxoid Laboratories

(Cambridge, CB5 8BZ, UK) e preparados seguindo as instru¢des do fabricante.

4.2.2 Variedade e preparacao de tomates para inoculacao

Para avaliacdo da atividade antibacteriana da agua ozonizada foram
empregados tomates (Lycopersicon esculentum Mill.), variedade Sweet grape,
maduros e sem lesdes, adquiridos em comércio de hortalicas e frutas.

Cada tomate foi cuidadosamente lavado em agua corrente e, em seguida,
se procedeu ao tratamento com &cido acético (0,7% v/v) por um minuto, quando
foi desprezadoe depois agua estéril por 1 minuto, este procedimento foi repetido
duas vezes (CHANG e FANG, 2007). Ap6s limpeza com papel estéril, os tomates
foram secos ao ar em cabine de bioseguranca.

Para verificagcdo da auséncia de Escherichia coli e Salmonella foram
retirados 6 unidades e transferidos para béquer contendo 10mL de solucao
salina (NaCl, 0,85%) e depois agitados suavemente durante 2 min. Apos diluigdo
em série decimal, 0,1 mL das diluicbes adequadas foram espalhadas em agar
eosina azul de metileno (EMB) e agar xilose lisina desoxicolato (XLD),

respectivamente, e incubadas a 37 ° C por 24 horas.
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4.2.3 Preparacao de microrganismos parainoculacao de tomates

O processo de preparacdo das bactérias (Salmonella Enterica sorovar
Typhimurium ATCC 14028 e Escherichia coli O157:H7 ATCC 43888) aplicado
neste estudo comecou pela transferéncia de uma coldnia representativa para 10
mL de caldo Luria (Sigma Aldrich, St. Louis, MO, EUA) 37 °C por 18 a 20 horas
e incubacdo em shaker a 37 °C e 150 rpm por 24 horas. Um total de 3 mL da
suspensao bacteriana foi posteriormente transferido para tubos de centrifuga e
centrifugado por 10 min a 1.000 rpm e o sobrenadante desprezado, seguido por
duas lavagem das células colhidas com solucdo salina (NaCl 0,85%) livre de
demanda de oz6nio e o ajuste das suspensdes para 10° UFC mL ' determinada
utilizando padrao McFarland (HITCHINS, JINNEMAN, CHEN, 2016).

4.2.4 Inoculacdo dos tomates e ozonizacao

Os tomates foram inoculados colocando 10 unidades em recipiente de vidro
autoclavado contendo 500mL do in6culo de cada bactéria. Os tomates foram
agitados suavemente em solucédo de indculo por 10 min, e depositados emcabine
de biosseguranca por 12 horas para facilitar a fixacdo bacteriana, bem como
para prevenir a redugcdo microbiana prematura (STEARNS et al., 2022). Em
seguida, retirados da suspensao bacteriana, e secos ao ar por 10 min, em
cabine de bioseguranca .

A seguir os tomates inoculados foram colocados no frascos contendo
800mL de &gua deionizada estéril por 30 segundos, e depois agitados
suavemente durante 2 min. Apos diluicdo em série decimal, 0,1 mL das diluices
adequadas foram espalhadas em agar eosina azul de metileno (EMB) e &gar
xilose lisina desoxicolato (XLD), respectivamente, e incubadas a 37 ° C por 24
horas, quando as col6nias foram contadas para confirmagcdo da concentracao
inicial de bactérias (HITCHINS, JINNEMAN, CHEN, 2016).

A ozonizacao foi realizada como descrito no item 4.1.2. A Figura 1 evidencia
a configuracdo do sistema utilizado para realizar a ozonizacdo dos tomates

inoculados.
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Figura 1: Configuracdo do sistema utilizado para realizar a ozonizagdo dos

tomates inoculados.

Fonte: Autoria prépria.

Durante o processo de ozonizacdo, amostras de 0,1 mL, ndo tratadas e
tratadas com ozoénio foram coletadas em diferentes periodos de tempo (0O, 5, 10,
15, 20, 25, 30, 35, 40, 45, 50, 55, 60 minutos), e inoculadas em agar eosina azul
de metileno (EMB) e &gar xilose lisina desoxicolato (XLD), e incubadas a 37°C
por 24-48 horas e entdo as colbnias foram contadas (EPELLE et al., 2022).

O delinenamento foi enteiramente casualizado e os tratamentos foram: 1-
tomates inoculados sem ozbnizacao (controle) e 2- Tomates inoculados com
ozonizacao em diferentes tempos. Todos o0s experimentos foram repetidos em
triplicata para um total de 60 frutos analisados por microrganismo.

Para a avaliacdo da eficacia do efeito antimicrobiano da agua ozonizada, a
variacdo da carga microbiana foi analisada com o objetivo de observar qual
microrganismo apresentou a maior variagdo negativa (queda) na contagem
microbiana. Nesse contexto, a variagdo percentual da contagem microbiana foi
determinada através da seguinte equacao:

(Contagem,ymin — Contagemomin) « 100

Contagem microbiana (%) = Contagem
omin

As variacdes negativas evidenciam diminuicdo na contagem microbiana e
variagbes positivas mostram aumento da contagem microbiana nos tempos
avaliados. A variagao percentual da contagem microbiana foi determinada por
meio de estatisticas descritivas a fim de observar qual microrganismo foi menos

resistente a acdo da agua ozonizada como meio de sanitizagdo de tomates.
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4.3 EFEITO DA AGUA OZONIZADA NAS CARACTERISTICAS DE TOMATES
CONTAMINADOS EXPERIMENTALMENTE COM Escherichia coli O157:H7 e

Salmonella Enterica

4.3.1 Determinacao do pH de tomates

O pH de tomates tratados e ndo tratados com agua ozonizada foi avaliado
por um periodo de 16 dias, utilizando a metodologia descrita por Ajayi e
Olasehinde (2009). A cada trés dias, frutos de tomate com aproximadamente o
mesmo peso foram colhidos e esmagados suavemente usando o almofariz e
pildo de laboratério e o pH foi medido usando o medidor de pH e os dados

registrados.

4.3.2 Teste de vida util de frutos de tomate

PA vida util de frutos de tomate foi avaliada de acordo com a metodologia
descrita por Thole et al. (2020). Utilizaram-se 15 frutos de tomate por tratamento
(com e sem agua ozonizada), dispostos individualmente em bandejas de plastico
para propagacdo de mudas. O peso (massa) de cada fruto foi determinado e
registrado e a cor foi avaliada usando anotagcdo visual (vermelho escuro,
vermelho, amarelo-vermelho).

A firmeza da fruta foi determinada usando uma escala de 1 a 5 (1 = muito
firme, 2 = firme, 3 = médio, 4 = macio, 5 = muito macio). Em seguida foi marcado
a firmeza da fruta segurando-a com as duas méos e movendo os dedos ao redor
de todo o equador de cada fruta. Tomates muito firmes (1) possuiam uma
superficie totalmente rigida, enquanto frutas muito macias (5) apresentaram
uma sensacdo de "baldo de agua" ao redor. Os tomates que foram marcados
como (3) estavam em fase intermediaria. Este método permitiu a avaliagdo
rapida e nao destrutiva da firmeza do fruto como um todo.

Os frutos de tomate foram avaliados quanto a presenca de lesGes usando

uma escalade 1 a5 (1 =semlesédo, 2 =1lesdo, 3 =2 lesbes, 4= 3 lesdes, 5=
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4 ou mais lesBes). Todas as avaliacdes foram realizadas em triplicata e a cada

trés dias, por um periodo de 16 dias.

4.2.5 Anélise estatistica

1. Andlise descritiva das contagens microbianas para cada microrganismo
estudado de acordo com o tempo de exposicdo em agua ozonizada.

2. Teste de Andlise de Variancia (ANOVA) com teste de comparacao
multipla de Tukey para verificar possiveis diferencas significativas entre as
contagens microbianas ao longo do tempo de exposicdo dos tomates a agua
ozonizada.

3. Graficos de linha para analise da contagem microbiana ao longo de
tempo de exposicdo a agua ozonizada.

4. Teste t para amostras independentes para observar diferencas entre as
variacbes da contagem microbiana ao longo do tempo de exposicdo a agua
ozonizada.

5. Todos os testes estatisticos foram aplicados com nivel de significancia
de 5% (P<0,05).

6. Software utilizado: Minitab 17 (Minitab Inc.)

5. RESULTADOS

5.1 INATIVACAO IN VITRO DE ESCHERICHIA COLI E SALMONELLA

A Tabela 1 evidencia a contagem microbiana de Salmonella Enterica
sorovar Typhimurium (ATCC 14028) e Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43888)
submetidas a agua ozonizada em diferentes tempos. Os resultados mostram a
presenca de diferencas significativas na contagem microbiana ao longo do
tempo de exposi¢cdo dos microrganismos a 4gua ozonizada e agua sem 0zoénio.

No tratamento E. coli controle (sem 0z06nio) as maiores contagens foram
observadas nos tempos iniciais, até 90 minutos, diminuindo de forma significativa

sua contagem, atingindo o menor valor de contagem microbiana no tempo de
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210 minutos, enquanto que para S. typhimurium controle (sem 0z6nio) verificou-
se as maiores contagens em até 120 minutos e reducéo gradativa nos demais

tempos experimentais.
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Tabela 1. Médiatdesvio padrdo (Mediana) da contagem microbiana do Salmonella Enterica sorovar Typhimurium (ATCC 14028) e

Escherichia coli 0157:H7 (ATCC 43888) submetidas a agua ozonizada e sem ozonizar em diferentes tempos (minutos) de exposicao.

Tempo (min) Tratamentos
E. coli (controle) E. coli S.Enterica(controle) S.Enterica
0 1,2.105+0,0 (1,2.10% a 1,2.105+0,0 (1,2.10% a 1,2.10+0,0 (1,2.10% a 1,2.105+0,0 (1,2.10% a
30 1,2.10%+0,0 (1,2.10% a 2,5.10%+1,0.10%(2,5.109 b 1,2.105+0,0 (1,2.10% a 2,3.10%+1,5.10%2(2,4.10% b
60 1,2.10%+0,0 (1,2.10% a 4,4.10%+1,0.10% (4,4.10% c 1,2.10%+0,0 (1,2.10% a 1,1.10%#1,0,10'(1,1.10%) ¢
90 1,1.10%+0,0 (1,1.10% b 3,2.10%+1,1.10* (3,2.10% d 1,2.10%+0,0 (1,2.10% a 1,4.10'+2,0 (1,4.10Y) d
120 1,0.10%45,7.10% (1,0.10%) ¢ 9,3.10'+5,7 (9,0.10Y) e 1,1.10%+ 0,0 (1,1.10% b 0,0£0,0 (0,0) e
150 1,0.106+1,0.105 (1,0.10% ¢ 2,0.10'+0,5 (2,0.10%) f 1,1.10%+ 0,0 (1,1.10% b 0,040,0 (0,0) e
180 8,6.105+1,1.10° (8,0.10% d 0,0+0,0 (0,0) g 1,1.10%+ 0,0 (1,1.10% b 0,0£0,0 (0,0) e
210 2,3.10°+5,7.10%(2,0.10%) f 0,0+0,0 (0,0) g 1,0.10%+1,0.10° (1,0.10% ¢ 0,0£0,0 (0,0) e
240 3,8.10%+1,1.10% (3,8.10% e 0,0+0,0 (0,0) g 1,0.10%+1,0.10° (1,0.10% ¢ 0,040,0 (0,0) e
Valor P? 0,001 0,001 0,001 0,001

I valor P referente ao teste de Kruskal-Wallis a P<0,05. Letras diferentes na mesma coluna indicam diferencas significativas pelo teste de comparac¢&o mltipla

de Dunn a P<0,05.

Fonte: Autoria prépria.
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5.2 EFEITO DA AGUA OZONIZADA NA SANITIZAQAO DE TOMATES
CONTAMINADOS EXPERIMENTALMENTE COM Escherichia coli e Salmonella

Enterica Typhimurium

Na Tabela 2 sédo apresentadas as estatisticas descritivas da contagem
microbiana dos tomates infectados por cada microrganismo em seus tempos de
exposicdo a agua ozonizada. Os resultados indicam a presenca de diferencgas
significativas na contagem microbiana de ambos microrganismos quando o
tempo de exposicdo dos tomates & agua ozonizada aumenta. E possivel
observar que a contagem microbiana diminuiu de forma significativa ao longo

dos 20 minutos de exposigao.

Tabela 2. Média + desvio padrdo (Mediana) das contagens microbianas dos

tomates de acordo com o tempo de exposi¢cdo em 4gua ozonizada.

Tempo de exposicao(min) E. coli S. typhimurium

0 1,6105+2,5.10° (1,7.105) a 2,3.10%+3,2.10° (2,5.10°) a
5 1,6.10%45,3.10% (1,5.10% b 2,0.10%+7,7.10% (1,7.10%) b
10 0,4.10'+0,2.10 (0,4.10Y) b 0,0+0,0 (0,0) b

15 0,0+0,0 (0,0) b 0,0+0,0 (0,0) b

20 0,0+0,0 (0,0) b 0,0+0,0 (0,0) b

Valor P? <0,001 <0,001

L valor P referente ao teste de Analise de Variancia (ANOVA) a P<0,05. Letras diferentes na
mesma coluna indicam diferengas significativas pelo teste de comparacédo multipla de Tukey a
P<0,05

Fonte: Autoria prépria.

Em relacéo a E. coli, os tomates apresentaram carga microbiana nula em
15 minutos de exposicdo a agua ozonizada, entretanto, para S. typhimurium, os
tomates apresentaram carga microbiana nula no tempo de 10 minutos de
exposicao.

A Figura 2 evidencia o comportamento da contagem microbiana de ambos
0s microrganismos ao longo dos 20 minutos de exposicdo dos tomates a agua

ozonizada.
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Figura 2. Comportamento da carga microbiana em relagao ao tempo de

exposicao a agua ozonizada.
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De acordo com os resultados apresentados na Tabela 3 foi possivel
observar que a E. coli foi mais resistente a acdo da agua ozonizada, pois sua
contagem microbiana foi nula a 15 minutos de exposi¢céo. Em contrapartida, os
tomates contaminados com S. typhimurium precisaram somente de 10 minutos
em exposicdo a agua ozonizada para serem considerados livres de
contaminacao.

Os dados ainda evidenciam diferencas estatisticas na variacdo da
contagem microbiana entre os tempos de 0 a 5 minutos, mostrando que a
variacéo foi significativamente superior para os tomates contaminados com S.
typhimurium em relacdo aos tomates contaminados com E. coli. Neste contexto,
a queda microbiana foi mais acentuada nos tomates contaminados com S.
Typhimurium.

Sendo assim € possivel pressupor que a agua ozonizada é eficiente
contra ambos 0s microrganismos estudados, entretanto, € mais eficiente contra
S. typhimurium do que E. coli, pois o tempo de exposicdo dos tomates
contaminados com S. typhimurium a agua ozonizada para anular a carga
microbiana foi significativamente inferior em relacdo ao tempo dos tomates

contaminados com E. coli (tabela 3).
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Tabela 3. Média + desvio padrédo (Mediana) da variacdo percentual (%) da contagem microbiana para ambos 0s microrganismos

avaliados
Microrganismo Variacdo da carga microbiana
0-5min 5-10min 10-15min 15-20min
E. coli -98,9+0,00 (-99,0) -99,9+0,00 (-99,9) -1,00+0,00(-1,00) -1,00+0,00(-1,00)
S.typhimurium -99,9+0,00 (-99,9) -1,00+0,00(-1,00) -1,00+0,00(-1,00) -1,00+0,00(-1,00)
Valor P? <0,001 -2 - -

I valor P referente ao teste t para amostras independentes a P<0,05. ? Teste estatistico ndo realizado devido aos dados serem todos iguais a zero, ndo havendo
variacao.

Fonte: Autoria prépria.
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5.3 EFEITO DA AGUA OZONIZADA NAS CARACTERISTICAS DE TOMATES
CONTAMINADOS EXPERIMENTALMENTE COM Escherichia coli O157:H7 e
Salmonella Entérica Typhimurium

A tabela 4 evidencia os resultados de pH dos extratos dos frutos de tomate
tratados com agua ozonizada e dos frutos de tomate néo tratados. O pH dos
frutos de tomate ndo tratados tornou-se mais acido com 7 dias de pratileira,
enguanto a acidez dos frutos tratados com agua ozonizada reduziu ligeiramente

aos 13 dias.

Tabela 4: pH de frutos de tomates tratados e nao tratados com agua ozonizada.

Dias de avaliacdo de Frutos de tomate / agua Frutos de tomate / agua
pH 0zonizada
4,78 4,80
4,78 4,79
4,77 4,60
10 4,77 4,48
13 4,52 4,23
16 4,51 3,98

Fonte: Autoria propria.

N&o foram observadas varia¢cdes quanto a cor e peso dos frutos de tomate
no periodo avaliado.

Os resultados referentes a firmeza dos frutos, apresentados na tabela 5,
evidenciam diferencas entre os tratamentos. Foram verificadas mudancas na
firmeza dos frutos néo tratados com agua ozonizada, a partir do décimo dia de
avaliacdo, enquanto que, os frutos tratados com agua ozonizada mantiveram as
caracteristicas de firmeza, evidenciando aumento da vida de prateleira.

A partir do décimo terceiro dia de avaliacdo foi verificada a presenca de

lesBes em frutos ndo tratados com agua ozonizada (Tabela 5).
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Tabela 5: Avaliacao da firmeza e da presenca de lesGes em frutos de tomates

tratados e ndo tratados com agua ozonizada.

Dias de avaliagcao Frutos de tomate / 4gua Frutos de tomate / agua

ozonizada

Firme / sem leséao
Firme / sem lesédo

Firme / sem lesao

Firme / sem leséao
Firme / sem lesao

Firme / sem leséo

10 Firme / sem leséao Médio / sem lesdo
13 Firme / sem lesédo Médio / com lesao
16 Firme / sem leséao Macio / com lesao
Fonte: Autoria prépria.
6. DISCUSSAO

Os patégenos mais comuns encontrados nas frutas e hortalicas sao
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, que podem ser psicotropicas ou
mesofilas. Esta microflora inicial consiste em Bacillus cereus, Campylobacter
spp., Clostridium botulinum, Enterobacter, Escherichia coli O157:H7, Listeria
monocytogenes, Salmonella spp., Shigella spp., Pseudomonas spp., e Yersinia
enterocolitica, capazes de formar biofilmes (VIVEK et al., 2019).

Os biofilmes sédo estruturas complexas que proporcionam novas vantagens
de sobrevivéncia aos microrganismos, permitindo-lhes crescer em diversas
comunidades microbianas. E fundamental mencionar que nem todo
microrganismo pode produzir biofiilmes (FLEMMING, WINGENDER, 2010). A
producdo de biofilmes requer condicbes ambientais adequadas para o
desenvolvimento de muitos microrganismos e a formagédo de biofilmes. A
formac&o do biofilme inicia-se com a adesao microbiana a uma superficie, sendo
mais favoravel as bactérias que possuem flagelos, permitindo quimiotaxia e
motilidade natatdria para colonizacdo por meio da adesao superficial  TORTORA
et al., 2017).

Bactérias dos géneros Bacillus, Salmonella, Listeria, Staphylococcus e
Escherichia s&o capazes de formar biofilme em frutas e hortali¢cas frescos, o que
€ crucial devido a viruléncia das cepas patogénicas (AMRUTHA et al., 2017).
Sun et al. (2021) demonstraram que E. coli O157:H7 formou um biofilme mais

denso nos tecidos do pepino, especialmente nos tecidos vasculares. Da mesma
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forma, E. coli O157:H7 e Salmonella enterica, causadores dos surtos de doencgas
transmitidas por alimentos, sdo comuns em brotos de alfafa e folhas de alface,
utilizando as suas fimbrias para se fixarem a superficie da planta (YARON,
ROMLING, 2014).

Segundo Giaouris e Simdes, (2018), biofiimes formados por patégenos
humanos séo altamente resistentes a produtos saneantes. A adesdo de
bactérias aos produtos frescos também é favorecida pelas irregularidades da
superficie do produto (rugosidade, fendas, buracos), reduzindo a eficacia da
lavagem e da higienizacao utilizada para remover ou eliminar células aderidas.
Os autores afirmam que a formacdo de biofilme evidenciou resisténcia aos
antimicrobianos em comparacédo com as bactérias plancténicas, aumentando o
potencial de contaminac¢do cruzada por microrganismos presentes em vegetais
frescos.

A exposicdo de vegetais frescos a ambientes insalubres aumenta a
probabilidade de contaminacéo por patégenos nas superficies externas, o que
pode levar a internalizacdo da bactéria patogénica. Em estudo realizado por com
Ibarra-Sanchez et al. (2004), os tomates foram submersos em uma suspensao
bacteriana contendo Salmonella entérica e Escherichia coli, e as bactérias
sobreviveram por 24 horas a temperatura ambiente ap0Os internalizacdo nos
frutos do tomate. A entrada das bactérias na fruta parece ocorrer através da
cicatriz porosa do caule, através da qual as bactérias podem atravessar o tecido
interno e se multiplicar, mesmo em niveis de pH de 4,10 do fruto. Outras
pesquisas indicam que Salmonella e E. coli podem persistir no exterior dos frutos
do tomate ao longo do tempo (GU et al., 2002; ITURRIAGA et al., 2007; HINTZ
et al., 2010; ZHOU, 2014; HITCHINS, JINNEMAN, CHEN, 2016).

Os vegetais frescos apresentam beneficios nutricionais significativos para
0s consumidores, mas podem ser um produto de maior risco de contaminacao
devido a agentes patogénicos, tornando incerta a seguranca dos consumidores.
Por esta razao, sdo implementadas técnicas de desinfec¢do que € a inativacao
ou destruicdo de microrganismos que podem causar doencas de origem
alimentar ou altera¢cdes indesejaveis nos alimentos (MENDOZA et al., 2020).

O método convencional e amplamente utilizado para desinfetar vegetais
frescos é a aplicacdo de desinfetantes quimicos, usados para reduzir o risco de

7

contaminacdo microbiana. Contudo, é necessario compreender que diversos
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fatores, como concentragao, tempo de contato, temperatura, carga organica, pH,
tipo e carga de microrganismos, afetam a eficacia antimicrobiana de
desinfetantes (KWASNIEWSKA et al., 2020).

Atualmente novos métodos de desinfeccao foram desenvolvidos e propdem
uma abordagem mais sustentavel para este problema.Os métodos de tratamento
nao térmico, como oz6nio (SHEZI et al., 2020), agua eletrilisada (WU et al.,
2018), plasma frio tecnologia (SHAH et al., 2019), alta pressdo hidrostatica
(BALASUBRAMANIAM et al., 2015), ultravioleta (GUO et al., 2017), ultrassom
(BHILWADIKAR et al., 2019) e surfactantes microbianos (GUTIERREZ-CHAVEZ
et al., 2021).

O ozbdnio €é reconhecido como um agente antimicrobiano para
armazenamento, lavagem e processamento de vegetais. O o0zbnio evita e
controla o crescimento microbiano nos vegetais, mantendo a sua aparéncia
atrativa e qualidades sensoriais, garantindo a retencdo das caracteristicas
nutricionais, mantendo e aumentando o prazo de validade.

Em solucdo liquida, o ozbnio pode ser usado para desinfetar agua de
processamento e vegetais, e na forma gasosa ajuda a higienizar e preservar
vegetais durante o armazenamento. A multifuncionalidade do ozénio o torna um
promissor agente de processamento de alimentos. Porém, se o ozbnio for
utilizado de forma inadequada, provoca alguns efeitos deletérios aos produtos,
como perdas na sua qualidade sensorial. Para uma utilizacdo eficaz e segura do
ozono, sao necessarias condicbes de tratamento especificas deve ser
determinado para todos os tipos de vegetais (SARRON et al.,2021).

Fatores que influenciam a solubilidade, estabilidade e reatividade do ozénio
também podem afetar a sua eficacia. A temperatura afeta a eficiéncia biocida do
ozbnio, entretanto a reducdo da temperatura de um meio aquoso aumenta a
solubilidade e a estabilidade do 0z6nio, aumentando sua disponibilidade no meio
e, consequentemente, aumentando sua eficacia As capacidades inativadoras do
0z0nio est&o correlacionadas com a diminui¢éo da temperatura. A medida que a
temperatura aumenta, o 0zénio torna-se menos soluvel e menos estavel com um
aumento da sua taxa de decomposicdo (G'und’uz, et. al; 2009).

Das_ et al. (2006) descobriram que populacdes de Salmonella Enteritidis
inoculadas na superficie e nas cicatrizes do caule do tomate cereja foram mortas

apos 10 mg/L de tratamento com oz6nio por 20 min. Antes do tratamento, altos
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niveis de Salmonella (7,0 log UFC por tomate) foram inoculados e deixados
estabilizar e fixar por 4 horas a 7 e 22°C. Apos 1 h de tempo de fixacdo, as
populacdes de Salmonella foram mortas em 15 min. Tempos de morte mais
rapidos foram alcangados com niveis mais baixos de bactérias inoculadas. O
nivel mais baixo, 3,0 log UFC por tomate, foi completamente eliminado em 5
minutos com um tratamento com ozo6nio de 10 mg L. A eficacia do tratamento
com ozdnio também dependia da concentracdo do gas; por exemplo, 20 mg L
reduziram as populacdes de Salmonella em 15 min e 30 mg L reduziram as
populacdes em apenas 5 min. No entanto, 5 mg L™ néo foi tdo eficaz na reducéo
de populagbes num periodo de tempo mais curto. Todas as concentracdes
produziram descoloracédo na superficie das amostras testadas.

Na presente pesquisa foi utilizado tratamento de ozénio de 17 mg L %, com
borbulhamento constante, (modadlidade dinamica), durante todo o experimento,
obtendo-se a nulidade da contagem de Salmonella enterica sorovar
Typhimurium (ATCC 14028) e Escherichia coli O157:H7 (ATCC 43888) em
tomates inoculados foi obtida em 10 e 5 minutos, respectivamente (Tabela 2,
Figura 2).

De acordo com Marino et al. (2018) a aplicacéo de oz6énio aquoso nas duas
modalidades diferentes apresenta efeitos antimicrobianos diferentes, a taxa de
inativacao das células ligadas (biofilme) é maior nas condi¢des dindmicas do que
nas estéticas, independentemente da espécie microbiana. Segundo os autores
as taxas mais baixas de inativacdo de biofilmes em condi¢des estaticas podem
ser atribuidas ao fato de que a concentracdo de 0zbnio na agua diminuiu
progressivamente ao longo do tempo devido a decomposicdo e a sua meia-vida,
gue é de aproximadamente 10 min. Ja nas condicbes dindmicas, 0s
microrganismos sao sensiveis ao tratamento, devido ao fornecimento
permanente de ozénio (borbulhamento constante).

No entanto Yousef et al. (1999) e Kozusny-Andreani et al. (2018) afirmaram
gue a destruicdo e/ou inibicdo da microbiota por meio do tratamento com ozénio
é afetada por fatores como o tipo e o nivel inicial do agente patogénico, do tempo
de exposicado ao agente, a medida em que o0 agente patogénico € capaz de se
ligar ao produto e a relacdo que o agente patogénico tem com aquele produto
alimentar (DAS_ et al., 2006).
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Chang et al. (2022) avaliaram os efeitos de varios niveis de ozbnio na
sobrevivéncia de Salmonella Typhimurium e Escherichia coli O157:H7 presentes
no residuo liquido de laticinios. Varios niveis de oz6nio (43,26, 87,40 e 132,46
mg L) foram produzidos no sistema de 0zo6nio e difundido no residuo liquido,
por varios periodos (30, 60 e 120 min). Os resultados evidenciaram que
concentracbes de ozonio de 132,46 mg L e tempo de exposicdo de 120 min
resultaram na reducao dos niveis de E. coli e Salmonella. Baixos niveis de oz6énio
e tempo de exposicao limitado foram considerados menos eficazes na remocao
de patégenos devido ao alto teor de sélidos no material analisado.

Na presente pesquisa verificou-se que o0 uso de 0zdnio aquoso em
condicBes dinamicas foi eficaz na inativacéo de E. coli e Salmonella enterica em
condi¢cOes planctonicas e em frutos de tomate (Tabelas 1 e 2, Figura 2). No
entanto, a pesquisa realizada por Mustapha et al. (2020) evidenciou que 0 0zonio
aguoso nao foi particularmente eficaz na limpeza de tomates cereja, Os autores
observaram uma reducdo minima em bactérias mesdfilas, leveduras e bolores
(<1 log UFC g). Isto pode estar relacionado a forte exposicdo de toda a
superficie as particulas de ozénio, especialmente quando irregularidades e
pontos ocultos estéo presentes na superficie.

De acordo com Inatsu et al. (2011), o tamanho e a forma dos tratamentos
também desempenham um papel importante na eliminacéo e reducéo de cargas
de bactérias pelo 0z6nio. De acordo com o autor, quando a rucula folhosa foi
comparada e a abdbora, a desinfeccao foi de 91,8 e 99,3%, respectivamente. No
entanto quando compararam a desinfeccéo da alface e do espinafre com 0zo6nio
na agua, no total de células coliformes a reducéo foi de 3,8 e 5,2 log UFC g7,
respectivamente.

Na utilizacdo do ozbnio aquoso aplicado em condicBes dinamicas, a
cinética de inativacdo de biofilmes geralmente se caracteriza pela inativacéo
microbiana causada por processos oxidativos ap0s a ozonizagao, enquanto que
0 0z0Onio gasoso é um antimicrobiano menos eficaz (MARINO et al., 2018). O
efeito moderado exercido pelo 0zbnio gasoso deve-se estritamente ao
mecanismo de acao do 0zonio, que requer a presenca de agua (MARTINELLI et
al., 2017). De acordo com Pascual et al. (2007) e Koseki; Isobe (2006), o
aumento da umidade relativa poderia aumentar a eficiéncia do 0zénio gasoso,

encurtando assim os tempos de exposicdo. A forca fisica de um fluxo de bolhas
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nos produtos crus pode efetivamente separar e inativar bactérias superficiais e
tem o potencial de reduzir o uso de produtos quimicos antimicrobianos e de agua
nas operacdes de embalagem pés-colheita (LEE et al., 2018).

A maioria das utiliza¢des industriais do ozénio esta frequentemente
ligada as suas propriedades antimicrobianas e a sua capacidade de degenerar
compostos organicos através da oxidacdo. Sua rapida reatividade e néo
seletividade a diferentes classes de microrganismos sao particularmente
vantajosas para uma ampla gama de aplicacées (MARTINELL et al., 2017). Além
disso, enquanto o ozénio oxida diretamente os constituintes (como proteinas e
aminoacidos) nas paredes celulares e membranas dos esporos, acredita-se que
o cloro se difunda inicialmente no protoplasma celular, através da parede celular
antes de inativar as enzimas (ROSENBLUM et al., 2012), assim implicando que
€ necesséria uma concentracdo mais baixa e um tempo de contato mais curto
para a sua inativacdo com o 0z6nio, em comparacao com o cloro. O ozénio atua
inicialmente na membrana celular, sendo a superficie da célula microbiana o
primeiro alvo a ser atingido. Sua agao antimicrobiana é decorrente da oxidag&o
de glicolipideos, glicoproteinas e aminoacidos da parede celular, alterando a
permeabilidade e causando sua rapida lise. O ozbnio 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 nucléicos, como ocorre com alguns virus,
onde o ozbnio destréi seu RNA além de alterar as cadeias polipeptidicas do
capsideo protéico (BOTELHO et al., 2011). Isto € desejavel principalmente em
aplicacbes de grande escala, onde o0 processamento rapido e a seguranca do
trabalhador séo as principais preocupacgoes.

O ozobnio é um importante sanitizante pois evita e controla o crescimento
biolégico de microrganismos, mantendo a sua aparéncia atrativa e qualidades
sensoriais, garantindo a retencdo das caracteristicas nutricionais e mantendo e
aumentando o prazo de validade (SARRON et al., 2021). Na presente pesquisa
os frutos de tomate tratados com 4gua ozonizada apresentaram maior firmeza e
nado foram observadas lesbes, 0 que permite presumir maior tempo de pratileira
(Tabela 5). A multifuncionalidade do ozénio o torna um promissor agente de
processamento de alimentos. Porém, se o ozonio for utilizado de forma

inadequada, provoca alguns efeitos deletérios aos produtos, como perdas na sua
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gualidade sensorial. Para uma utilizacdo eficaz e segura do ozonio, séo
necessarias condicfes de tratamento especificas que devem ser determinado
para todos os tipos de vegetais (ASLAM et al., 2022).

A higienizacdo de frutas e vegetais frescos desempenha um papel
importante na melhoria da qualidade alimentar e da seguranca microbiana, pois
o controle da deterioracéo e microrganismos patogénicos é fundamental em toda
a cadeia de producdao de cultivo, processamento, distribuicdo e consumo.

Em suma, a seguranca microbioldégica dos alimentos é garantida nédo
apenas pela existéncia de regulamentacdes rigorosas, mas também pela sua
aplicacao pratica e contextualizada ao longo de toda a cadeia de producéo. A
vigilancia continua e a adaptacdo as novas descobertas cientificas séo
fundamentais para manter e melhorar os padrbes de seguranga alimentar,
protegendo assim a saude dos consumidores e prevenindo surtos de doencas

transmitidas por alimentos.

7. CONCLUSAO

Pela metodologia utilizada e pelos resultados obtidos pode concluir-se que:
- A agua ozonizada inativou Salmonella Enterica sorovar Typhimurium (ATCC
14028) e Escherichia coli 0157:H7 (ATCC 43888) em suspensdo em 90 minutos
e 120 minutos, respectivamente;
- E. coli foi mais resistente a acdo da agua ozonizada, pois sua contagem
microbiana foi nula a 15 minutos de exposi¢cdo. Em contrapartida, os tomates
contaminados com S. typhimurium precisaram somente de 10 minutos em
exposicdo a agua ozonizada para serem considerados livres de contaminacao.
- A aplicagdo de ozonio aquoso na modalidade dinamica apresentou efeitos
antimicrobianos na taxa de inativacao das células bacterianas em suspenséao e
ligadas (biofilme) a superficie de tomates da variedade Sweet grape.
- Os frutos de tomate tratados com agua ozonizada nao evidenciaram alteracoes
no pH, mantiveram as caracteristicas de firmeza e ndo apresentaram lesdes,

indicando maior tempo de prateleira.
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