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Resumo

O gds ozonio foi descoberto no século XIX por seu odor caracteristico gerado quando o oxigénio era submetido a uma
descarga elétrica e, desde entdo, vem sendo estudado e testado de diversas formas. No momento presente, varios
estudos indicam que a ozonioterapia tem demonstrado 6timos resultados no tratamento de variadas patologias, além da
utilizagdo do oz6nio também ser um método eficaz para esterilizacdo de espagos/objetos médicos e odontoldgicos, uma
vez que a geragao do gas é de baixo custo quando obtido o equipamento. Diante desse cendrio, o presente trabalho tem
por objetivo avaliar a capacidade de agdo do gas de oz6nio e do dleo ozonizado frente a patdgenos importantes:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli. e Staphylococcus aureus resistente a meticilina, por meio de teste in vitro feito
em laboratério do Centro Universitario IMEPAC. Os resultados foram positivos em relagdo ao gas, evidenciando uma
6tima alternativa como sanitizante de baixo custo e sem formagao de produtos tdxicos. Jd com relagdo ao 6leo ozonizado,
a falta de parametros precisos de comparagao, os possiveis problemas de interagdo do mesmo com o papel filtro, ou
mesmo sua alta concentragao, podem ter sido indicadores que geraram resultados menos expressivos. Todavia, mesmo
com algumas restricdes, foi confirmada a capacidade do gas e do dleo ozonizado de conter e combater o crescimento de
microrganismos.

Palavras-chave: Ozonioterapia, gas ozonio, agdo antimicrobiana, 6leo ozonizado.

Abstract

Ozone gas was discovered in the 19™ century, by its characteristic odor when oxygen was subjected to an electrical
discharge and, since then, it has been studied and tested in several ways. At the present time, several studies indicate
that ozone therapy has shown excellent results in the treatment of several pathologies, besides the use of ozone also
being an effective method for sterilizing medical and dental spaces and objects, since the gas generation is low cost when
obtained the equipment. Given this scenario, the present work aims to evaluate the ability of ozone gas and ozonized oil
to act against important pathogens: Staphylococcus aureus, Escherichia coli. and Multiple-resistant Staphylococcus
aureus, through in vitro test done in the laboratory of the Centro Universitario IMEPAC. The results were positive about
the gas, showing a great alternative as a low-cost sanitizer without the formation of toxic products. In relation to ozonized
oil, the lack of precise parameters of comparison, the possible problems of its interaction with the filter paper, or even
its high concentration, may have generated less expressive results. However, even with some restrictions, the ability of
ozonized gas and oil to contain and combat the growth of microorganisms has been confirmed.

Keywords: Ozone therapy, ozone gas, antimicrobial action, ozonized oil.

1 INTRODUGAO ozonio é uma forma alotrépica do oxigénio,
considerado um poderoso agente oxidante.
Acredita-se que ele possa oxidar aminodcidos e
destruir proteinas presentes na membrana
citoplasmdtica dos microrganismos e, com isso,
apresentar excelentes propriedades
antimicrobianas; além de promover a inibicdo do

A necessidade do controle de infecgdes e o
desenvolvimento de microrganismos
multirresistentes, vém intensificando a busca por
métodos de esterilizacdo seguros e eficazes. O
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crescimento de fungos e interromper o ciclo de
replicacdo viral, alterando o contato do virus com a
célula por meio da peroxidagdo (GURLEY, 1985).

Por possuir propriedades antimicrobianas, o 0zénio
ja é utilizado como alternativa no processo de
descontaminacdo da agua, alimentos,
equipamentos e instrumentos (RICE et al., 1981).
Segundo Sechi e seus colaboradores (2001), o
ozOnio ndo contamina a atmosfera e nenhuma
resisténcia bacteriana a essa substancia foi relatada
até o momento.

Além dessa fungdo no  processo de
descontaminagdo, o o0z6nio também tem sido
utilizado, desde o século XIX, como terapia para o
tratamento de diversas patologias (NOGALES et al.,
2008). Segundo Bocci e seus colaboradores (2005),
a ozonioterapia é a técnica que utiliza 0 0z6nio como
agente terapéutico para diversas doencas,
atualmente, é uma pratica aprovada em varios
paises, porém, ainda ndo muito difundida e bem
aceita no Brasil. Como terapia utilizada em
humanos, sua aplicacdo pode ser realizada por via
subcutanea, intramuscular, intradiscal,
intracavitaria (espagos peritonial e pleural),
intravaginal, intrauretral, sublingual, retal e auto-
hemoterapia ozonizada.

Apesar de ndo ter uso comum, como descrito, essa
terapia tem sido reconhecida como vdlida e eficaz, o
que tem feito com que estudiosos se interessem e
sejam realizadas cada vez mais pesquisas com
intuito de validar a utilizagdo desse gds para auxiliar
em tratamentos de feridas extensas, infeccGes
fungicas, bacterianas e virais, lesGes isquémicas e
varias outras afeccoes (GIMENES, 2008).

Inclusive, sua pratica  foi recentemente
regulamentada pelo Conselho Federal de Farmacia
(CFF), que, por meio da resolugdo n? 685/2020,
regulamenta a atuagdo pratica do farmacéutico na
utilizagdo da ozonioterapia clinica e estética. A partir
dessa resolugdo, ficou especificado que:

O farmacéutico realize a consulta e
anamnese farmacéutica, para avaliar sinais
e sintomas, identificar as necessidades do
paciente e realizar a  prescricao
farmacéutica em  ozonioterapia. O
profissional também podera, entre outras
atividades, escalonar as doses de o0zdnio
medicinal a serem utilizadas e a via
adequada de acordo com a avaliagdo das
necessidades do paciente e aplicar o 0z6nio
medicinal de maneira isolada ou em

Revista Master. Vol. 6. | Nim. 11 | Ano 2021

combinagdo, para uso clinico ou estético
(BRASIL, 2020, s/p).

Tal resolucdo foi considerada de grande importancia
para os profissionais, mas também para a
populagdo, visto que a ozonioterapia é considerada
um tratamento com valor acessivel, bem como, por
aumentar a oxigenacao tecidual e,
consequentemente, melhorar o metabolismo,
apresentando ainda ac¢do positiva em doengas
infecciosas agudas e, também, em quadros crénicos,
como queimaduras, Ulceras diabetogénicas, dentre
outras (LEON et al., 1998).

Na aplicacdo em materiais odontoldgicos, seu uso é
indicado  também na higienizacado dos
equipamentos, inibindo a formacdo de “biofilme”
bacteriano. Adicionalmente, Pereira e seus
colaboradores (2005), apontaram que o0 0zonio é um
potente inibidor do crescimento bacteriano in-vitro.
Diaz e estudiosos (1995), corroboram com tais
ideias, destacando que o ozonio é utilizado had mais
de 80 anos para tratamento de agua potdvel, além
de sua evidente eficiéncia no tratamento da dgua de
uso hospitalar e em unidades de equipamentos
odontoldgicos.

Somada as fung¢des apresentadas anteriormente,
nos ultimos meses, visualizou-se a possibilidade do
uso do gds ozonio frente ao coronavirus (SARS-CoV-
2), denominado de “coronavirus 2019” (COVID-19),
gue se apresenta a nivel mundial, se tornando uma
ameaca para a populacdo de um modo geral e para
os profissionais de salde, em que o mesmo pode ser
utilizado como adjuvante no tratamento antiviral
(FARIAS et al.,, 2020). Além disso, o gas pode se
apresentar como uma alternativa para a falta de
equipamentos de protec¢do individual — EPI’s nos
hospitais que, durante a pandemia atual, pela sua
capacidade de desinfecgdo, pode ser utilizado para
esterilizar e reutilizar alguns materiais de protecao,
bem como outros instrumentos e o préprio
ambiente hospitalar (DENNIS, 2020).

A aplicacdo do ozbnio tépico é ideal para os casos de
problemas cutaneos, podendo ser feita por meio do
6leo ozonizado, que desempenha efeito
antisséptico e estimulante, os quais atuam nas fases
de proliferacdo e remodelagdo da cicatrizacdo de
feridas, além de reduzir sintomas como inchaco,
vermelhiddo e dor local (LUONGO, 2003).
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Sendo assim, levando em conta a alta capacidade de
acdo do ozbnio frente aos microrganismos, a
existéncia de inumeros patégenos associados a
diversas infec¢Oes importantes e considerando
ainda a existéncia de poucos estudos referentes ao
assunto, esse trabalho tem como objetivo analisar o
efeito do gas 0z6nio e do 6leo ozonizado quando
aplicado sobre trés bactérias causadoras de
importantes patologias dentro e fora do ambiente
hospitalar - Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
Staphylococcus aureus resistente a meticilina; bem
como comparar a capacidade de atuacdo entre os
dois métodos de aplicagdo.

2 REFERENCIAL TEORICO

O ozbnio é uma molécula termodinamicamente
instavel, voldtil e parcialmente solivel em agua,
reconhecido por seu alto poder oxidante. Azuma e
seus colaboradores (2014), afirmam que tal
molécula é formada por 3 4tomos de oxigénio com
peso molecular de 47,98g/mol e sua estabilidade
depende de condi¢Ges de temperatura e pressdo,
podendo ser rapidamente convertido em O, O
mesmo possui um forte odor caracteristico e
irritante, facilmente identificado em pequenas
concentragdes (0,01 a 0,05 mg/L) (RICE et al., 1981).

Estudos recentes vém demostrando que o oz6nio
medicinal tem propriedades antimicrobianas de
amplo espectro. E, nesse sentido, diversas
referéncias cientificas indicam a efetividade do
ozOnio contra microrganismos - bactérias, fungos e
virus. Isso porque ele possui capacidade de se
difundir e penetrar nos tecidos, bem como se
dissolver no plasma sanguineo e nos fluidos
extracelulares, entretanto, o 0z6nio ndo permanece
estavel nesses meios liquidos, ja que é um potente
oxidante e acaba reagindo imediatamente com
moléculas presentes nesses meios, chamadas de
antioxidantes, como proteinas, carboidratos e
acidos poli-insaturados (BOCCI et al., 2005).

O autor supracitado afirma ainda que a reagdo inicial
ocorre quando a molécula de ozonio é oxidada pelo
acido ascdrbico, grupos de proteinas sulfidrila e
glicoproteinas. Esta reagdo gera espécies reativas de
oxigénio (ROS), que sdo neutralizadas rapidamente
pelo sistema antioxidante.

A segunda reagdao é, portanto, a de degradacgdo
oxidativa dos lipideos, a qual, no plasma hidrofilico,
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uma molécula de olefina (hidrocarbonetos que
possuem cadeia aberta e ligacbes duplas) e uma
molécula de ozbnio geram duas moléculas de
aldeidos e uma molécula de peréxido de hidrogénio.
Essas duas reacdes, completas em segundos, geram
perdxidos de hidrogénio e uma variedade de
aldeidos que sdo produtos lipidicos oxidantes (LOPs)
(BOCClI et al., 2005).

Assim, a acdo do o0zb6nio é designada pela
proliferacdo de muitas outras substancias oxidantes
que podem concorrer ou complementar a acdo do
ozonio para destruir locais criticos dentro da célula
ou geralmente para oxidar protoplasma (FISHER et
al., 2000).

A acdo antimicrobiana direta contra bactérias, virus
e fungos que o ozbnio exerce é facilitada por esses
microrganismos ndo possuirem um sistema de
tamponamento antioxidante, portanto, o estresse
causado pelo ozb6nio acaba tornando-os frageis. Ja a
acdo microbicida indireta do oz6nio é resultante das
mudancas metabdlicas que este provoca (PEREIRA
et al 2005; WENTWORTH et.al, 2002).

Os perdxidos resultantes da reagdo do gds ozonio
com dois carbonos insaturados, presente em acidos
graxos, também s3o uma causa importante de
toxicidade, e atuam também nos grupos sulfidrilas
de certas enzimas, resultando na interrup¢do da
atividade enzimatica celular normal. No caso das
bactérias, a morte é rapida e é frequentemente
atribuida a mudangas na permeabilidade celular,
seguida pela lise celular. Entretanto a lise,
provavelmente ndo é por um mecanismo primario
de inativagdo, mas como consequéncia de uma alta
concentragdo de oxidante. Como o oz6nio tem sua
meia vida curta, ele acaba por formar ozonideos que
sdo definidos como espécies reativas de oxigénio, ou
mesmo dos subprodutos da oxidagdo lipidica
(OLIVEIRA, 2008).

Portanto, a facilidade pratica de uso e a eficiéncia do
ozOnio como virucida o tornam uma alternativa
muito légica para a desinfeccdo de ambientes e
equipamentos de prote¢do, como mascaras faciais
N95, luvas, macacdes impermedveis e outros itens.
O fato de o gas o0zOnio ser um virucida seco torna a
op¢do particularmente eficaz para materiais
porosos, fibrosos ou texturizados. Atingindo as
fendas que os desinfetantes ou a esterilizagdo
ultravioleta ndo conseguem, sendo desta forma
uma excelente alternativa para reverter a falta de
EPI dos hospitais (DENNIS, 2020).
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Tais aspectos fazem do ozbénio uma ferramenta
importante na atual pandemia, uma vez que o
mesmo age para destruir as particulas virais através
da oxidacdo e, considerando que o SARS-CoV-2
(responsavel pelo COVID-19), que é um virus
envelopado, membro da familia Coronaviridae, seja
particularmente suscetivel a destruicdo por ozonio,
visto que, no caso de virus envelopados, o 0zénio
oxida prontamente o envelope viral, alterando sua
estrutura ou destruindo-o e tornando-o inativo
(FARIAS et al., 2020).

Tal autor afirma ainda que, referente ao COVID-19,
existe a possibilidade de utilizacdo da ozonioterapia
como complemento no tratamento da doenga, visto
que a acdo imunoldgica do ozbnio estd dirigida
fundamentalmente sobre os mondcitos e linfécitos
T, os quais uma vez induzidos, liberam pequenas
qguantidades de citocinas, tais como: interferon-
gamma (IFN-y) fator de necrose tumoral (TNF) e
interleucina-2 (IL-2). Assim, tanto a atividade
moduladora da inflamag¢do como a oxigenacdo nos
tecidos melhora e, em combina¢do ainda com a
inducdo da ativagao de anticorpos e citocinas,
ajudam a estruturar a resposta imunoldgica de
combate a diversos tipos virais (FARIAS et al., 2020).

Ainda analisando o cendrio hospitalar atual, quando
observamos algumas bactérias mais comumente
encontradas nesses ambientes, percebemos que de
acordo com Santos et al., (2007), a Staphylococcus
aureus é considerada uma das principais bactérias
nos quadros de infecgdes hospitalares e
comunitarias, causando doencas infecciosas que
variam de uma acne e furdnculo, até casos mais
graves, como pneumonia, meningite, endocardite,
sindrome do choque tdxico e septicemia, entre
outras. Trata-se de uma bactéria com grande
capacidade de adaptacdo e resisténcia a
antibidticos.

A presenga da MRSA (Methicillin Resistant
Staphylococcus  aureus/S.aureus resistente a
meticilina) é também frequentemente comum.
Nesse caso, trata-se de cepas evoluidas,
extremamente insensiveis e resistente a diferentes
tipos de antimicrobianos, o que a torna uma ameaga
para a saude publica, visto que amplia os casos de
mortalidade, morbidade e gera altos custos para seu
tratamento em busca de combaté-la (FERRACIOLI

JUNIOR et. al, 2019).

Ja a Escherichia coli (E. coli) se trata de bactéria
gram-negativa, que se encontra no intestino de
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seres humanos sauddveis, portanto, algumas cepas
se desenvolvem causando infec¢des no aparelho
digestivo, urindrio e/ou em muitas outras partes do
corpo. Trata-se de uma bactéria que pode ser
transmitida com facilidade para outras pessoas e,
em muitos casos, recomenda-se evitar o uso de
antibioticos para seu tratamento, como é o caso de
diarreias. No entanto, ao evoluir para fora do
intestino, o uso de antibidticos passa a ser indicado.
E uma bactéria bastante comum, que estd
relacionada a falta de higiene e, portanto, atinge
parcela consideravel da populacdo, o que despende
gastos da saude publica para tratamento (SOUZA et
al., 2016a).

O gés ozbnio, conforme alguns estudos ressaltam,
pode ser tdxico ao organismo, principalmente
guando inalado. Entretanto, Elvis (2011) adverte
gue diversas pesquisas evidenciaram beneficios
guanto ao uso terapéutico do Os;. Na medicina, a
ozonioterapia consiste na aplicacdo de mistura
0,/0s, que possui diversos efeitos no sistema imune
como modulacdo da fagocitose dos macrofagos,
inativagdo de  microrganismos, a¢do anti-
inflamatéria, entre diversas outras.

Com relagdo a um possivel aumento do estresse
oxidativo provocado pelo ozbnio, foi descoberto
que, na verdade, o O3 aumenta a atividade de
enzimas antioxidantes, incluindo
glutationaperoxidase, superdxido dismutase (SOD) e
catalase, preparando o organismo para enfrentar
condigcdes fisiopatoldgicas mediadas por espécies
reativas de oxigénio (AZUMA et al., 2014).

A ozonioterapia tem sido extensivamente estudada
nas ultimas décadas e utilizada na medicina ha mais
de 150 anos em varios paises, com eficacia
comprovada, consistente e minimos efeitos
adversos, para tratamento de mais de 114
patologias (ELVIS; EKTA, 2011). Apesar disso, essa
técnica ndo é muito utilizada nem tem seus
beneficios defendidos pelos médicos no Brasil,
sendo liberada para ser usada apenas com carater
experimental, segundo o Conselho Federal de
Medicina (BRASIL, 2018).

A habilidade do oz6nio para desinfec¢ao de agua foi
descoberta em 1886 e em 1891, onde testes pilotos
j& eram realizados em Martinkenfelde, na
Alemanha. No entanto, a primeira instalacdo de
ozbnio em escala industrial ocorreu em 1893, em
Oudshoorm, na Holanda, objetivando a desinfec¢do
de agua na estac¢do de tratamento de dgua potavel
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desta cidade. Passou a ser utilizado comercialmente
em 1903 para tratamento de dgua potavel (SOUZA,
2016b).

Lopes, Oliveira e Serra (2013) sustentam que o
ozOnio, quando aplicado na agua, age como
potentissimo oxidante de contaminantes,
produzindo moléculas indcuas precipitadas,
gerando oxigénio como subproduto, tais autores
asseguram ainda:

A acdo do Ozbnio é extremamente rapida
(< 1/10 s) e n3o-seletiva (mata todos os
micro-organismos:  bactérias,  fungos,
bolores, virus, etc.). Para os autores o
ozbnio possui caracteristicas como a
reducdo de metais a suas formas insoluveis
(normalizagdo), destruicdo de
hidrocarbonetos por dissociacdo (quebra
das cadeias), Solidificagdo (mineralizagdo)
de compostos organicos dissolvidos
causando a sua coagulagdo e precipitagao,
elevagdo do potencial redox da agua,
causando microfloculagdo
(microprecipitacdo) dos patogénicos e
pirégenos  destruidos, que podem
facilmente ser removidos por filtragdo,
além de ndo permitir a formagdo de
residual remanescente na agua devido o
tempo de reagdo ser reduzido (LOPES;
OLIVEIRA; SERRA, 2013, p.23-26,).

Silva e seus colaboradores (2011), afirmam que o
o0zOnio pode ter ainda outras utilizagdes, como em
purificadores de 4agua domésticos e para a
higienizagdo de hortalicas. Tem-se ainda a
possibilidade de uso na sanitizagdo de processos e
produtos na industria de alimentos, por ser a
contaminagao um dos principais problemas dentro
da industria e pelo fato de oz6nio ser uma
alternativa barata e segura para o consumidor.

Na odontologia contemporanea, também tem se
falado muito na utilizagdo do ozonio por se tratar de
um meio de esterilizagdo eficaz e rdpido. O ozbnio
que, pelo seu amplo espectro de agdo
antimicrobiano e ainda por atuar como agente
"purificador" da agua, pode auxiliar o processo de
descontaminag¢do do sistema de distribuicdo de
agua dos consultdrios dentais, além de poder ser
utilizado na esterilizagdo ou desinfecgao de
materiais e instrumentos utilizados nessa area,
levando a um padrdo aceitdvel de sua qualidade
(NOGALES et al., 2008).
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Quanto ao dleo ozonizado, foi criado por médicos
alem3des no ano de 1905 com a finalidade de obter
formulagGes de derivados de 0zonio que possuissem
boa estabilidade para facilitar a manipulacdo do
0z6nio gasoso, melhorar seu armazenamento, evitar
sua rapida degradacdo, permitir um tratamento
extra-hospitalar e diminuir o risco de usa-lo na
forma gasosa, em doses altas e inadequadas
(SADOWSKA et al., 2008). O ozOnio reage com as
ligacbes duplas dos dacidos graxos presentes nos
Oleos vegetais formando, em especial, os ozonideos
(anéis 1,2,4-trioxolanos) e espécies peroxidicas
como hidroperdxidos, perdxidos de hidrogénio,
peréxidos poliméricos e outros perdxidos organicos.

Sua fabricacdo solidificada necessita de dois dias de
gas ozonio borbulhado continuamente em oéleo
vegetal, fazendo com que um grama do Odleo
contenha 160mg de oz6nio. Quando refrigerado
possui validade de dois anos. O déleo ozonizado
também pode ser fabricado em menos tempo,
ficando mais viscoso e com menor duragdao (BOCCI
et.al, 2005).

3 MATERIAIS E METODOS

Trata-se de uma pesquisa exploratéria com
abordagem quali-quantitativa, realizada por meio
da aplicagdo de gas e dleo ozonizado a
microrganismos, testando, assim, a sensibilidade
deles ao oz6nio e comparando sua a¢do em
diferentes veiculos.

Foram selecionados trés microrganismos comuns
em infecgdes hospitalares, cujas col6nias padrdo em
estudo foram cedidas pela Universidade Federal de
Uberlandia. Sao elas: Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922 (American Type
Culture Collection), e uma cepa de Staphylococcus
aureus resistente a meticilina (MRSA).

O gas ozonio foi obtido através de gerador fabricado
pela Ozone & Life, modelo O&L 1.5 RM, utilizando
cilindro de oxigénio medicinal, cujo gas foi
convertido em O3 na propor¢dao maxima de 3% em
mistura 0,/0s, através do principio de descargas em
barreira dielétrica. A mistura gasosa utilizada atingiu
concentracdo de aproximadamente 72 ug/ml de
Oz6nio, de acordo com dados fornecidos pelo
fabricante do gerador.

Para o teste com o gds, foram feitas replicacGes das
colénias em placa de Petri, utilizando meio de
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cultura ndo seletivo TSA — Triptic Soy Agar,
formando dois grupos experimentais: Grupo 1, em
que as amostras bacterianas foram diretamente
incubadas em estufa, a 35+22 por 24 horas, sem
passar pelo processo de ozonizacdo; e o Grupo 2,
cujas replicacdes foram submetidas a aplicacdo do
gas ozbOnio diretamente nas placas, por meio de
mangueira acoplada ao equipamento, com auxilio
de saco plastico estéril para melhor concentragdo do
gas. As Figuras 1 e 2 indicam, respectivamente, o
gerador de ozbnio utilizado e o processo de
ozonizacao da placa de Petri.

Figura 1 — Gerador de Oz0Onio - Ozone & Life modelo
O&L 1.5RM

Fonte: os autores.

Figura 2 — Ozonizagdo da placa de Petri com embalagem
plastica acoplada a mangueira do equipamento.

Fonte: os autores.
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As placas permaneceram no saco plastico acoplado
ao equipamento, com o mesmo ligado gerando
ozOnio por 20 minutos, sendo retiradas e mantidas
na embalagem lacrada, como demonstrado na
figura 3, por mais 20 minutos, totalizando 40
minutos de exposicdo dos microrganismos ao
ozOnio. Em seguida, as placas foram incubadas em
estufa a 35+22 por 24 horas.

Figura 3 — Embalagem lacrada com a placa de Petri,
contendo gas ozonio.

Fonte: os autores.

O método utilizado para andlise de sensibilidade dos
microrganismos ao 6leo ozonizado foi o de disco-
difusdao ou método de Kirby-bauer, que consiste no
cultivo das col6nias em agar Miueller-Hinton em
placas de Petri, apds processo de suspensdo direta
das mesmas em caldo até obter-se turvagao
correspondente a 0,5 da escala de McFarland. Essa
escala é o padrdao de turvagdo mais utilizado para
determinar a intensidade da multiplicacdo nos
meios de cultivo liquidos. A escala de 0,5 significa
que had aproximadamente 1,5 x 108 unidades
formadoras de col6nias (UFC)/ml.

Posteriormente, foi feita aimpregnacao de discos de
papel filtro de 20 mm? de didmetro em de 6leo de
girassol hiper ozonizado, cujo processo de
0zonizagdo se deu em uma industria no estado de
Sdo Paulo, durante 135 horas em aparelho
industrial, obtendo uma concentracdo de
aproximadamente 976 ip (indices de perdxido) de
ozonio. Os discos de papel foram mantidos
embebidos em, aproximadamente, 5 ml de éleo por
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um periodo de 12 horas. Apds esse processo, 0s
papéis foram inoculados nas placas, sendo as
mesmas incubadas em estufa a 35+22 também por
24 horas. Apds o tempo de incubacgdo, foi verificada
a formacdo de halos em volta dos discos de papel,
que foram mensurados com régua, para determinar,
assim, a sensibilidade ou resisténcia do
microrganismo a substdncia em estudo.

4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A formagdo do ozbnio no gerador consiste na
administragcdo de uma corrente elétrica no fluxo de
oxigénio proveniente do cilindro com o gas
medicinal. O campo elétrico proporciona energia
necessdria para que as duplas ligacdes da molécula
de oxigénio se rompam, formando dois dtomos de
Oxigénio radicalar. Dessa forma, esses atomos
reagem com outras moléculas de O, dando origem
as moléculas de O3 (LAPPOLI et al., 2005).

Segundo autor supracitado, a capacidade de
antissepsia do o0z6nio, sobre todos os tipos de
microrganismos, inclusive em cistos e formas
esporuladas, é aproximadamente dez vezes maior
que a do cloro. No presente estudo observamos
uma significativa atuagao in vitro do 0z6nio sobre os
microrganismos selecionados.

No teste feito com o gds, os microrganismos
cultivados nas placas ndo conseguiram se
desenvolver apds a exposi¢gdo do gas ozonizado em
aproximadamente 72 pg/ml sobre elas durante o
tempo total de 40 minutos. Nas placas de S. aureus
houve um leve crescimento no inicio do estriamento
da placa causado, provavelmente, por esta parte ter
a primeira passagem do swab, tendo uma maior
concentragdo de bactérias, como notamos nas
Figuras4,5e6.

Tais resultados sdo condizentes com Sheldon e
Brown (1986), os quais afirmam que o ozbnio é
capaz de proporcionar uma reducdao de 78% de
microrganismos aerdbios, 91% de coliformes,
guando contraposto ao método de sanitizagdo com
cloro ativo.

Harris (1972) afirmou, no inicio dos estudos com
ozOnio, que o gas ozonizado exigiria um tempo de
contato de cinco a dez minutos com o objeto a ser
esterilizado para um resultado rapido e eficaz.
Contudo, levando fatores em consideragao como a
area a ser descontaminada e a concentracdo de
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microrganismos dispostas no meio, torna-se
explicito que o tempo de exposi¢do ao gas deve ser
maior.

Figura 4 — Resultado para S. gureus: Demonstra
diferenca ente as placas contendo S. aureus, placa A é o
grupo controle e a Placa B foi exposta diretamente sobre
0 gas ozonizado, obtendo-se um excelente resultado de

inibigdo do crescimento bacteriano

Fonte: os autores.

Figura 5 — Resultado para S. aureus MRSA: Conclui-se
excelente resultado na inibi¢do do crescimento
bacteriano, placa A foi exposta diretamente sob gds
ozonio e placa B é nosso grupo controle.

Fonte: os autores.

Quanto ao teste de sensibilidade com o dleo
ozonizado, observou-se formacdo de halo de
inibicdo ao redor do papel filtro em todas as cepas
testadas, o que indica sensibilidade dos
microrganismos ao ozénio. O teste de disco-difusdo
tem como principio a presenca ou auséncia de
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formacdao de halo de inibicdo, bem como a
consideracdo do tamanho do mesmo, quando
comparados a medidas padronizadas
correlacionadas com a CIM (Concentragdo Inibitéria
Minima).

Figura 6 — Resultado para E. coli: Obteve-se o melhor
Resultado, na placa A ndo houve nenhum crescimento
bacteriano apds exposigdo do gas ozonizado sobre ela,

placa B para controle.

Fonte: os autores.

Os halos formados no estudo tém diametros
relativamente pequenos, porém, nao ha informagao
na literatura que padronize o tamanho do halo para
indicar resisténcia ou sensibilidade ao ozbnio. As
Figuras 7, 8 e 9 mostram as placas apds 24h de
incubacao. Os halos observados para
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e S.aureus
MRSA tiveram didametro de, respectivamente:
2,5cm, 1,0cm e 1,5cm. Notamos, portanto, que no
teste o Staphylococcus aureus apresentou maior
sensibilidade quando comparado a E. coli, sendo a
cepa de S. aureus MRSA um pouco mais resistente
gue a sensivel a meticilina.

Rensi e seus colaboradores (2014), verificaram em
estudo o efeito de dleos de coco e de girassol
ozonizados sobre cepas de Propionibacterium acnes
e P. acnes, que também s3o bactérias gram-
positivas como o S. aureus. Através do método de
diluicdo dos oleos para determinagdo da CIM
(Concentragdo Inibitéria Minima), foi demonstrada
eficiéncia in vitro dos 6leos vegetais ozonizados
sobre as colonias, podendo ser promissores no
tratamento da acne.

Ao analisarmos o efeito do dleo hiper ozonizado, o
qual ndo se apresentou tdo significante, pode ser
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explicado pela metodologia utilizada, pois o papel
filtro provavelmente ndo absorveu de forma
adequada o 6leo ozonizado devido justamente a alta
concentracdo do ozbnio e/ou pela diferenca de
polaridade ente o 6leo e o papel filtro.

Através dos testes realizados, observou-se que o
o0zbnio em sua forma gasosa teve uma atuagdo
maior na inibigdo do crescimento microbiano que o
dleo ozonizado, sendo, possivelmente, mais potente
para esse fim.

Figura 7 — Resultado do 6leo ozonizado para S. aureus:
Ap0ds 24 horas de incubagdo, formou-se um halo
irregular de aproximadamente 2,5 cm.

Fonte: os autores.

Figura 8 — Resultado do éleo ozonizado para S. aureus
MRSA: Apds 24 horas de incubagao, formou-se um halo
de 1,5cm.

Fonte: os autores.
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Figura 9 — Resultado do 6leo ozonizado para E. coli: Apds
24 horas de incubagdo, obteve-se formacgdo de um halo
delcm.

Fonte: os autores.

5 CONCLUSAO

O oz6nio é um poderoso agente antimicrobiano com
um grande potencial de uso para fins de
desinfeccdo, sendo de grande utilidade na
antissepsia de ambientes hospitalares e EPI. Desse
modo, quando comparado ao cloro, o o0zbnio
apresenta-se mais efetivo, sendo um vigoroso
desinfetante que se decompde aceleradamente e
nao gera subprodutos toxicos. Além disso, quando
obtido o equipamento, a geracdo do oz6nio é de
baixo custo se comparado com a compra periddica
feita para os demais sanitizantes.

Por meio do teste realizado, ficou evidenciada acdo
positiva do ozOnio gasoso na contencdo do
crescimento bacteriano, podendo ser
extremamente promissor o seu uso em diversos
fins. Referente ao d6leo, o teste demonstrou
sensibilidade dos microrganismos frente ao ozonio,
porém, fica evidente a necessidade de outros
estudos, com utilizacgdo de metodologia mais
complexa, para melhores resultados.

Portanto, mesmo com algumas restricdes, foi
confirmada a capacidade do gds e do 6leo ozonizado
de conter e combater o crescimento de
microrganismos, sendo o ozbnio em sua forma
gasosa mais potente para fins de descontaminacao.
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