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RESUMO

O Brasil € o sétimo maior consumidor mundial de aguas engarrafadas. Os recipientes mais utilizados, galées plasticos de 20 litros, devem
ser submetidos & inspecao individual e posteriormente a sanificagdo. Recentemente, enfermidades associadas a microrganismos emer-
gentes tém despertado o interesse por novos sanitizantes. Entre estes, o gas ozonio € um dos mais atraentes em virtude da sua seguranca
e eficacia superiores aos desinfetantes convencionais, ndo gerando residuos toxicos. Neste trabalho, o ozonio foi avaliado como método
alternativo na sanificacao de galdes de agua de 20 litros, na cidade de Alfenas, MG. Trinta galoes foram avaliados sem tratamento e trinta
apos a sanificagdo com agua ozonizada (4mg/L/2minutos) quanto a contagem total de microrganismos aerdbios mesoéfilos heterotroficos,
numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e Escherichia coli, Staphyloccocus aureus e Pseudomonas spp. em 100mL de solucao
enxaguatoria. A contagem meédia de unidades formadoras de colonias (UFC) de microrganismos heterotréficos no estagio de pré-lavagem
foi de 5,7/cm? enquanto que o tratamento com a agua ozonizada reduziu este valor para 0,003 /cm?, além de promover a negativagao das
analises para coliformes Pseudomonas ssp. e somente 13,3% das amostras apresentaram-se positivas para Staphylococcus aureus apés a
sanificagdo. Concluiu-se que o tratamento com utilizagdo de ozonio foi eficiente, nas condi¢oes testadas.
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SUMMARY

MICROBIOLOGICAL EVALUATION OF A MINERAL WATER PACKAGING SANITIZING PROCESSING WITH OZONE. Brazil is ranked as
the seventh in worldwide consumer of bottled mineral water. The mineral water bottles should be inspected regarding the physical
integrity and then submitted to sanitization, using specific wash machines. Recently diseases associated with new microbial strains
have increased interest in exploring different disinfectants in food sanitizing processing. Ozone is particularly attractive because of its
high security and effectiveness than conventional disinfectants, without risk of toxic residues generating. The current work evaluated
the ozone as an alternative method for sanitizing 20 liters mineral water gallons in Alfenas-MG (Brazil). Thirty gallons were analyzed
before (pre-wash) and thirty after washing with ozonated water (4mg/L, 2 min.) (post-wash). The samples were evaluated regarding the
number of aerobic mesophiles, Escherichia coli, total coliforms, Staphylococcus aureus and Pseudomonas spp. The data about the
aerobic mesophiles at pre-wash was 5,7 colony forming units/cm?and post-wash was 0,003CFU/cm?. The post-wash samples showed
negative of total coliforms, E. coli and Pseudomonas spp. and only 13,3% samples presented grow of S. aureus. In comparison, all the
pre-wash showed presence of total coliforms and S. aureus. E. coli and Pseudomonas spp. were present in 80% and 50% of the samples,
respectively. Therefore, the sanitizing processing with ozone (4mg/L) was demonstrated in this study was an adequate alternative

method for washing mineral water gallons in tested condition.
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1 - INTRODUCAO

O Brasil, sétimo maior consumidor de aguas engar-
rafadas no mundo, consumiu, em 1999, trés milhoes de
litros, segundo o Departamento Nacional de Producao
Mineral (DNPM) [7]. Este mercado esta em crescimento,
condicionado pela insatisfacdo da populacédo com a agua
dos sistemas publicos de abastecimento e a proliferacao
de redes de distribuicdo que popularizaram a utilizacao
dos garrafées de 20 litros.

A agua mineral natural deve apresentar qualidade
que garanta auséncia de risco a satide do consumidor,
devendo ser captada, processada e envasada obedecen-
do as condicdes higiénico-sanitarias e as boas praticas
de fabricacao. As operacoes de captacao, aducao, eleva-
cdo mecanica, armazenamento, filtracao, envase, adi-

1 Recebido para publicacdo em 02/05/2001. Aceito para publicacGo em
07/05/2002.

2 Centro de Estudos do Ozénio, UNIFENAS, Alfenas, MG.

3 Depto. de Farmacia, EFOA, R. Gabriel Monteiro da Silva, 714, CEP
37130.000 - Alfenas, MG. veiga@int.efoa.br

* Depto. de Biologia, UNIFENAS, Alfenas, MG.

> Depto. de Medicina Preventiva, UNESP, Jaboticabal, SP.

* A quem a correspondéncia deve ser enviada.

cao de CO,, transporte e manuseio nao devem alterar a
composicdo original [5].

A integridade fisica de embalagens utilizadas para o
envase de agua mineral devera sofrer inspecao indivi-
dual, seguida de sanificacdo em lavadoras especificas
que devem localizar-se o mais proximo da sala de envase.

A sanitizacdo deve ser realizada por meios fisicos ou
quimicos empregando-se procedimentos de eficacia com-
provada. Na sanitizacao por meios fisicos emprega-se ca-
lor (vapor; agua quente) e radiacdo ultravioleta [9], en-
quanto que a sanitizacdo através de agentes quimicos
depende de uma série de compostos bactericidas, desde
acidos organicos até agentes umectantes complexos. Por
questdes econdmicas, na pratica os compostos clorados,
iodados e os quaternarios de aménia sdo os mais utiliza-
dos [1].

A sanificacao inadequada das embalagens ou a sua
contaminacao posterior, resulta na condenacao do lote
de agua mineral. Segundo o Ministério da Satide, neste
produto nao podem ser constatadas as presencas de E.
coli ou coliformes (fecais) termotolerantes ou coliformes
totais, enterococos, P. aeruginosae/ou clostridios sulfito
redutores, em quantidade superior a 2 UFC/mL [5].
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Recentes enfermidades associadas aos microrganis-
mos emergentes como a Listeria monocytogenes,
Campylobacter jejuni, Salmonella e cepas virulentas de
E. coli (sorotipo O157:H7) vem despertando o interesse
por novos processos de sanitizacdo na industria de ali-
mentos, devido a constatacdo de resisténcia aos desin-
fetantes rotineiros [12].

Numerosos compostos quimicos utilizados na desin-
feccao provocam efeitos mutagénicos, com perigos refe-
rentes a residuos potencialmente carcinogénicos nos ali-
mentos ou embalagens|6].

O gas ozbnio apresenta certas caracteristicas
sanitizantes atraentes para a industria alimenticia, por
ser mais seguro e potente do que os desinfetantes con-
vencionais, agir sobre um grande nuiimero de microrga-
nismos, incluindo patégenos resistentes. Além de ser
reconhecido como seguro para o tratamento de garrafas
de agua (“General Recognized As Safe”-GRAS) pela “Food
and Drug Administration” americana, ser utilizado efeti-
vamente no tratamento da agua para o consumo na
Europa ha mais de cem anos e na industria de alimen-
tos por décadas, o 0zoénio nao deixa residuos toxicos nos
alimentos [14], capazes de alterarem o odor e o sabor
dos mesmos.

Quimicamente o 0zénio, arranjo molecular triatdémico
e instavel do oxigénio, pode ser gerado pela excitacdo do
oxigénio molecular a oxigénio atémico, em um ambiente
energizado que permite a recombinacdo de atomos. E
um potente agente oxidante, com um potencial de oxi-
reducéo de 2,07V [4]. A temperatura ambiente é um gas
de coloracédo azulada porém nas concentrac¢des utiliza-
das com propésitos de desinfeccao, torna-se incolor [11].

O objetivo desse trabalho foi avaliar a eficiéncia da
utilizacado do ozoénio como método alternativo na
sanificacdo de galdes de agua de 20 litros.

2 - MATERIAIS E METODO

2.1 - Amostras

Um total de sessenta galdes de 20 litros de agua mi-
neral na regido de Alfenas, MG, oriundos de um mesmo
distribuidor foi escolhido aleatoriamente. A experiéncia
consistiu na analise comparativa entre 30 galdes sem
tratamento e outros 30 apds a lavagem e desinfeccao
com agua ozonizada a 4mg/L, durante 2 minutos. O pro-
cesso foi realizado em um protétipo de micro-estacao de
lavagem.

2.2 - Amostragem

As amostras foram coletadas procedendo-se o enxa-
glie do galdo com 1000mL de solucéo salina esteriliza-
da. Durante a mesma, o galao foi agitado mecanicamen-
te durante 30seg. sendo que, para cada amostragem,
utilizou-se uma luva de latex esterilizada para obstruir
a boca do galdo. A seguir a solucao enxaguatéria foi re-
cuperada e acondicionada em recipiente esterilizado e
transportada ao Laboratério, em caixa térmica com gelo,
para ser imediatamente processada.

2.3 - Analises microbioldgicas

As amostras foram avaliadas quanto a contagem to-
tal de microrganismos aerébios mesoéfilos heterotréficos
e ao numero mais provavel (NMP) de coliformes totais e
E.coli, utilizando-se os testes “SimPlate” e “Colilert”
(IDEXX4 ), respectivamente, sendo que ambos os testes
utilizam a metodologia do substrato cromogénico defini-
do. Inoculou-se 1,0mL da solucdo enxaguatéria no
SimPlate enquanto que 100mL da mesma solucgao foram
destinados ao teste Colilert, segundo as especificacoes
do fabricante. As placas do SimPlate firam incubadas a
35,5°C por 48 horas e as cartelas do Colilert foram incu-
badas a mesma temepratura por 24-28 horas, sendo que
as amostras positivas para coliformes totais foram tam-
bém analisadas para a contagem de coliformes fecais,
utilizando-se uma lampada ultravioleta com comprimento
de onda 365nm.

Além destas espécies, as amostras foram avaliadas
quanto a presenca de S. aureus e Pseudomonas spp.,
utilizando-se 100mL da solucdo enxaguatéria. Apos a
homogeneizacao da solucédo, procedeu-se a filtragem de
duas fracoes de 100mL, através de um sistema de filtra-
céo a vacuo e membrana de celulose com porosidade de
0,47um de diametro; uma membrana foi entdo acoplada
em Agar Cetrimide (Pseudomonas spp.) e a outra em Agar
Baird Parker (S. aureus). Ambas placas foram incuba-
das a 35,5°C por 24-28 horas.

2.4 - Tratamento

Os galdes sofreram a lavagem, utilizando-se agua e
tensoativo nao-i6nico do tipo alcool etoxilado, na dose
de 0,4mL/L (Liquid Force-Ecolabéa ), durante 2min., em
seguida, de um enxague de 2min., com a solucao desin-
fetante (4mg/L de ozdnio dissolvido). Os galdes foram
mantidos na posicdo invertida, por 1 minuto, antes da
coleta das amostras.

A micro-estacédo operou com duas bombas: uma para
a concentracdo do gas e outra para a pulverizacao, utili-
zando o gerador, (modelo EAS 380 DC), com capacidade
de 8g/hora. Para a pulverizacao utilizou-se bico em aco
inoxidavel (Spray Systemd ), sendo que o residuo de 0zo6-
nio durante a desinfeccédo foi monitorado continuamen-
te por um monitor (modelo SL 7685, B&C eletronics).

2.5 - Avaliacao da superficie interna

A area interna do galdo foi calculada da seguinte
forma:

Area interna = 24 + 4, (1)
onde,
2
4 =22 @
4

onde D (diametro da base do galdo) = 25cm
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D
A, = 20Rxh...R = —
2 =P > 3)

onde h (altura) = 35cm

Area interna = 3730,7 cm?

3 - RESULTADOS E DISCUSSAO

A American Public Health Association [2] considera
os equipamentos e utensilios satisfatoriamente limpos e
sanificados, quando nao apresentarem contagens supe-
riores a 2 aerébios mesoéfilos/cm? [13] sendo este valor
considerado rigido para a realidade brasileira [3].
PELCZAR, CHAN, KRIEG [8] sugerem trés Reducdes De-
cimais (RD) como resultado satisfatério, ndo mencionan-
do o tempo de exposicao.

Na Tabela 1 verifica-se que o nimero médio de bacté-
rias mesofilas heterotroficas foi de 21,6UFC/mL na pré-
lavagem. Considerando que o volume da solucao
enxaguatoria era de 1.000mL, o numero total de bactéri-
as heterotréficas para a area interna do galao na pré-
lavagem foi de 2,2 x 10*UFC/L e no pos-lavagem foi igual
a 1,3 x UFC/L. Tendo em vista que a area interna do
galao seja de aproximadamente 3.730,7cm?[15], o nime-
ro médio de mesoéfilos dos galdes sem tratamento foi de
5,7UFC/cm? e dos tratados de 0,003UFC/cm?, indican-
do que o tratamento surtiu em reducoes decimais num
fator superior a 3.

O oz6nio promoveu a negativacdo das analises de
coliformes totais e E. coli (Tabela 1). Os testes para
Pseudomonas spp. também foram negativados e obser-
vou-se a reducao da positividade para S. aureus em 86,7%
das amostras (Tabela 2).

TABELA 1. Contagem total de aerdbios mesodfilos, coliformes
totais e E. coli, de amostras de galoes com e sem tratamento
com agua ozonizada.

Microrganismos Pré-lavagem (N=30)

(sem tratamento)

Pos- lavagem (N=30)
(tratados)

Média Média
Aerdbios Mesofilos (UFC/mL) 21,6 0,013
Coliformes totais (NMP/100mL) 192,53 -
E.coli (NMP/100mL) 69,62 -

(-): menor que o limite de detec¢ao do teste utilizado: <INMP/100mL.

TABELA 2. Pseudomonas spp. e Staphylococcus aureus em
amostras de galoes de 20L de agua mineral, tratados e nao
tratados com agua ozonizada.

Microrganismos Pré-lavagem (N=30) Pos- lavagem (N=30)

(% de amostras positivas) (% de amostras positivas)

Pseudomonas spp 50 -

S. aureus 100 13,3

(-): ndo detectado

Ressalta-se ainda que o sistema proposto promoveu
um tempo de contato de 2min. da agua ozonizada, a uma
concentracdo de aproximadamente 4mg/L. Em condi-
coes experimentais, RESTAINO et al. [10] utilizaram a
adicao de matéria organica na concentracéo de 0,19mg/
L, e promoveram a inativacao instantanea de mais de 5
logs do niimero de UFC de E.coli. Consequientemente exis-
te a possibilidade da reducédo do tempo de contato e da
concentracdo utilizados neste trabalho, tornando o sis-
tema mais rapido e vantajoso.

4 - CONCLUSOES

A utilizacédo do ozdnio (4mg/L) para a sanificacdo de
galdes de 20L de agua mineral mostrou-se uma alterna-
tiva eficiente, nas condicoes testadas.
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