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RESUMO

A 4gua ozonizada (Os(aq)) tem sido considerada um potente agente antimicrobiano. A fim de avaliar o potencial da Os(aq)
e seu efeito biocida, foram testadas diferentes concentragdes de Os(aq) (0,4 ppm, 0,6 ppm e 0,8 ppm) contra diferentes
microrganismos patogénicos. Além disso, analise em microscopia eletrénica de varredura (MEV) foi realizada com o intuito
de visualizar o efeito da Os(aq) contra os microrganismos testados. Em todas as concentracdes, a exposicao a Os(aq)
resultou numa taxa de mortalidade de Escherichia coli de 95%, enquanto que para Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Enterococcus faecalis e Candida albicans a taxa de mortalidade foi de 100%. As imagens de
micrografia indicaram que o efeito sob a estabilidade osmotica - devido a lise da parede celular - pode ser um dos
mecanismos de morte promovido pela Os(aq). Portanto, devido & sua potente ac¢éo biocida, a O3(aq) pode ser considerada
uma alternativa viavel para o controle microbiano.

PALAVRAS-CHAVE: No maximo 4 (quatro) palavras-chave.

1. INTRODUCAO

Ozbnio (O3) é um gas natural de configuracdo formada por trés dtomos de oxigénio.1 Além de ser
produzido naturalmente na atmosfera, o Oz pode ser produzido através da utilizacdo de geradores de
eletricidade, viabilizando a sua producéo de forma experimental e diferentes aplicagfes.2 Em muitos estudos,
a atividade biocida do Oz é confirmada pela reducdo da carga microbiana de uma variedade de
microrganismos testados, incluindo bactérias, virus e fungos.3 Um problema associado ao uso do Oz em sua
forma natural é a sua toxicidade. Uma forma de minimizar seus efeitos, € a dissolucdo desse gas em agua,
sendo esta forma de uso considerada uma nova forma de utilizagcdo deste agente como substancia
sanitizante.4 Dessa forma, considerando a necessidade de novas estratégias para o controle de infec¢des
microbianas, a utilizagcao de agentes sanitizantes como a Oz(aq) pode ser considerada uma estratégia segura,
mesmo em situacbes de emergéncia como a atual pandemia. Portanto, o objetivo do estudo foi avaliar o
potencial antimicrobiano da Os(aqg) em diferentes microrganismos patogénicos.

2. METODOLOGIA

Para a determinacéo da atividade biocida, as bactérias foram cultivadas em Agar Triptona de Soja
(TSA) por 18-24 horas a 37°C. A levedura foi crescida em Agar Sabouraud Cloranfenicol (ASC) por 48 horas
a 30°C. Apés o crescimento, pelo menos trés colbnias isoladas foram transferidas com auxilio de uma al¢ca
bacteriologica para um tubo com 5 mL de solugéo salina a 0,85%, para preparo do inoculo. O inoculo foi
ajustado para se obter uma turbidez éptica comparavel a solugdo padrdo de McFarland 0,5, que representa
aproximadamente 1-2 x 108 UFC/mL-1. Depois, os microrganismos foram diluidos em salina para obtencao
das concentragdes de 5 x 105 UFC/mL, 5 x 10* UFC/mL1 e 5 x 103 UFC/mL. As condi¢Ges utilizadas para
as concentragdes de Os(ag) (0,4 ppm, 0,6 ppm e 0,8 ppm) foram baseadas em estudos prévios: temperatura a
4°C e pH 5 (ajustado com HCI). Um (1) mL de inoculo de cada concentracao foi incubado com 4 mL de Oz(aq)
nas 3 concentracdes descritas. O tempo de incubacao foi 1 minuto. Apds esse tempo, 0,5 mL dos inoculos
foram adicionados a tubos com 4,5 mL de neutralizante. Entdo, as amostras foram plaqueadas em duplicata
em Agar Plate Count (PCA) para bactérias e ASC para a levedura, e foram colocadas em crescimento a 37°C
e 30°C por 24 horas e 48 horas, respectivamente.

A Microscopia Eletrdnica de Varredura (MEV) foi feita para inferir sobre os possiveis mecanismos de
acado da Os(q). Para representar a disting&o entre as paredes celulares, foram utilizados um microrganismo
Gram positivo (S. aureus) e um Gram negativo (E. coli), bem como a levedura C. albicans.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Os resultados demonstram o efeito da ac&o da Osq) (0,4 ppm, 0,6 ppm e 0,8 ppm) ap6s 1 minuto de
exposicdo de cada microrganismo a este agente. A Figura 1 mostra os resultados referentes aos
microrganismos testados neste estudo, onde A se refere a Escherichia coli, B se refere a Pseudomonas
aeruginosa, C se refere a Staphylococcus aureus, D se refere a Enterococcus faecalis e E se refere a Candida

albicans.

Figura 1. A¢do da Osgaq) sob diferentes microrganismos. Andlise do percentual de morte E. coli (A), P.
aeruginosa (B), S. aureus (C), E. faecalis (D) e C. albicans (E).
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A exposicdo de E. coli & Os@ag mostrou uma taxa de mortalidade bacteriana superior a 95% a partir da
concentracdo de inoculo de 5 x 105 UFC/mL! nas trés concentrag8es testadas (0,4 ppm, 0,6 ppm e 0,8 ppm).
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Foram observados melhores resultados em relagdo a P. aeruginosa neste estudo, que apresentou taxa igual
a 100% em todas as concentracfes de Oz@q) testadas, em todos os inoculos. Semelhante aos resultados
demonstrados para a bactéria Gram-negativa P. aeruginosa, a taxa de mortalidade das estirpes de S. aureus
e E. faecalis foi igual a 100% a partir da mais baixa concentracdo de agua ozonizada (0,4 ppm) testada. A
melhor atividade biocida foi observada contra C. albicans, com uma elevada taxa de mortalidade na
concentracao de inoculo de 1,5 x 108 UFC/mL-1. Vale ressaltar que essa concentragao de inoculo também foi
testada para os outros microrganismos, no entanto, a esta concentragdo nao foi possivel a realizagdo de
contagem de coldnias (confluéncia) para as bactérias testadas (por esse motivo, esta concentracdo de inoculo
nao foi plotada nos graficos das bactérias). A acdo antimicrobiana do Os esta relacionada com a sua poderosa
acéo oxidante. Quando se decompde, este gas gera uma reacao oxidante pela libertacédo de espécies reativas
de oxigénio (ROS), incluindo a geracao de radicais hidroxil (OH-) com maior potencial oxidante (2,83 volts)
do que o Oz, e ambos atuam na inativagao de varios microrganismos. Em estudo realizado por outros autores,
a concentracdo de Os(ag) capaz de eliminar os microrganismos contidos numa suspensdo com uma densidade
de 1,5 a 5,0 x 108 UFC/mL foi até nove vezes maior (1,2 ppm a 3,6 ppm), concentracfes superiores a Os(aq)
do nosso estudo, com a mesma densidade de microrganismos testados.3 Por outro lado, a utilizagdo de Oz(aq)
(0,4 ppm e 8 ppm) contra E. coli numa concentracdo de inoculo igual a 3 x 10* UFC/mL foi eficiente na
descontaminacdo das maos.? Contudo, é importante considerar que o numero de microrganismos
medicamente importantes tais como S. aureus, P. mirabilis, Klebsiella spp. e E. coli presentes em areas
intactas da pele humana pode variar entre 102 e 108 UFC/cm?2.5

Em relacdo aos dados do MEV, apds exposicdo a Osag a 0,8 ppm, foram observadas alteracbes
morfolégicas e estruturais (dados ndo mostrados). Para C. albicans, enquanto as células ndo expostas ndo
apresentavam quaisquer danos ou modifica¢cdes estruturais, a incubagdo com Os@q) levou a graves
perturbacdes da parede celular, bem como a uma elevada presenca de detritos celulares. Além disso, foi
observada a formacdo de vesiculas na superficie celular de C. albicans, indicando um aumento da
permeabilidade da membrana plasmatica. No caso da E. coli, verificou-se uma grave dissipacao celular, lise
da parede celular, e presenca de detritos celulares. Da mesma forma, S. aureus sofreu 0s mesmos danos.
Estas descobertas indicam que a Os(ag) N80 s6 induziu diretamente danos nas paredes celulares e membranas
plasméticas, como também provavelmente interferiu na osmolaridade das células.

4. CONSIDERAGCOES FINAIS

Dados os resultados expostos, a Osaq) € caracterizada como um agente antimicrobiano potencial.
Uma concentragdo minima de 0,6 ppm foi suficiente para reduzir claramente o nidmero de microrganismos
testados, indicando que pode ser utilizado como agente sanitizante. Os resultados foram corroborados
guando a analise por MEV foi feita, indicando que os efeitos na estabilidade osmética - devido a lise da parede
celular - pode ser um dos mecanismos de morte da Osaq). Sendo assim, diante dos resultados encontrados,
a Osz@q pode ser considerada uma alternativa viavel para o controle microbiolégico de importantes
microrganismos patogénicos, principalmente com a crescente preocupacao em relacdo aos processos de
descontaminacgédo de superficies, preocupacao esta que ganhou alta relevancia durante a corrente pandemia
da COVID-19 (doenca causada pelo novo coronavirus — SARS-CoV-2). Visto que superficies contaminadas
se caracterizam como potenciais fontes de contaminacgéo, a investigacdo de novas propostas que possam
auxiliar no combate a transmisséo de doencas infecciosas € essencial para auxiliar na garantia de saude a
populacéo.
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