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USO DE OZONIO GASOSO NA SANITIZACAO DE CAMARAS
FRIGORIFICAS

Use of gaseous ozone for sanitation cold room storage

Daniel Augusto Cavalcante!, Bruno Ricardo de Castro Leite Junior’*,
Alline Artigiani Lima Tribst’, Marcelo Cristianini’

RESUMO

Este trabalho avaliou o uso do ozonio gasoso para sanitiza¢do de camaras
frias utilizadas para a estocagem de queijo minas frescal por 120 dias. A qualidade
microbioldgica do ar, das paredes e portas da camara foram amostradas por 60
dias com e sem aplicag¢@o de ozonio a 0,03 mg.L-!. Foram utilizadas as técnicas de
sedimentacdo para avaliagdo do ar (microrganismos aerdbios mesoéfilos e bolores
e fungos filamentosos) e de esfregaco de superficie para avaliacdo das superficies
internas da cdmara (microrganismos aerobios mesofilos). Observou-se uma redugdo
de microrganismos aerdbios mesofilos e bolores e fungos filamentosos de 0,81 ¢ 1,01
ciclos logaritmos, respectivamente, no ar ambiente da cAmara fria apds a aplicagdo do
gas ozOnio. Além disso, a aplicag@o do sanitizante proporcionou redugdes decimais
estatisticamente significativas (p<0,05) para as contagens de acrobios mesofilos nas
paredes e porta da camara, sendo, entretanto, sempre inferior a 0,5 redugdes decimais.
Assim, a utilizacao do gas ozénio melhorou a qualidade microbioldgica do ar e das
superficies interna da camara fria. Isto sugere o 0zonio como um método alternativo
para desinfeccdo de ambientes.
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ABSTRACT

This work evaluated the ozone application for sanitation of a cold room used to
store Minas Frescal cheese during 120 days. The microbiological quality of the air, the
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room walls and the room door were evaluated during 60 days with and with no addition
of ozone at 0,03 mg.L-1. The air sedimentation technique was applied for the evaluation
of the air quality (aerobic mesophilic microorganisms and yeasts and moulds) and
the swab technique was used for the evaluation of internal surface counts of aerobic
mesophilic microorganisms. Reductions of 0.81 and 1.01 log cycles in the room air were
caused by air ozonation. Additionally, significant decimal reductions around 0.50 log
were observed in the walls and door swabs of the cold room. Therefore, ozone gas has
improved microbiological quality of the surfaces and the air of cold room. This suggests
ozone as an alternative method for disinfection of rooms.
Keywords: storage rooms; ozone gas; air microbiological quality.

INTRODUCAO

A garantia de um produto seguro vai além
de um processamento bem controlado, sendo
dependente da qualidade da matéria prima até
a chegada do alimento a mesa do consumidor.
Para alimentos refrigerados, a estocagem em
camara fria é uma etapa importante, entre-
tanto, a limpeza e a sanitizacdo das camaras
frigorificas ¢ negligenciada por grande parte
das industrias de alimentos (SALVADOR et
al., 2006).

Os microrganismos presentes no am-
biente de processamento ¢ de estocagem de
alimentos podem levar a contaminagdo do
produto acabado (OLIVEIRA et al., 2011).
As fontes de contaminagdo do meio ambiente
incluem alimentos, manipuladores, animais,
insetos, além de utensilios e componentes
estruturais como portas, paredes e teto de
armazéns e camaras frigorificas. O ar do am-
biente, as embalagens primarias, as maos dos
operadores ¢ os equipamentos constituem
pontos importantes que devem ser considerados
nas Boas Praticas de Fabricagdo, de forma a
ndo representarem risco de contaminagdo para
o produto (OTHMANE et al., 2011).

O queijo Minas Frescal deve ser
embalado e ficar acondicionado em tem-
peraturas ndo superiores a 8°C, conforme
Resolugdo n°® 145 do MAPA (BRASIL,
1996). Esses procedimentos (embalagem
e temperatura de armazenamento) sao im-
portantes para garantir a vida de prateleira

do alimento devido aos fatores intrinsecos
como atividade de agua, pH e composicao
nutricional.

Assim, a qualidade do ar das camaras
frias onde os queijos sdo armazenados até o seu
transporte para os locais de comercializacdo ¢
de grande importancia, uma vez que ¢ comum
encontrar microrganismos patogénicos e
deterioradores. Esses podem prejudicar a
saude de consumidores, bem como ocasionar
prejuizos consideraveis para as industrias,
em virtude da diminui¢do da vida 1til de seus
produtos.

O ozobnio ¢ um forte agente antimi-
crobiano com alta reatividade e decomposigao
espontanea em produtos ndo toxicos. Pode ser
aplicado em alimentos nas formas liquida e
gasosa (TIWARI et al., 2008; TIWARI et al.,
2010). O o0zdnio molecular ou seus produtos
de decomposi¢do inativam microrganismos
rapidamente, pela sua reacdo com elementos
vitais da célula, como enzimas intracelula-
res, acidos nucléicos ¢ membranas celulares
(GUZEL-SEYDIM et al., 2004). O ozbénio
¢ adequado para descontaminar produtos
alimenticios, equipamentos, ambientes,
superficies que entram em contato com
alimentos, tratar gua e efluentes, entre outros
(KIM etal., 1999; KHADRE; YOUSEEF, 2001;
KHADRE etal., 2001; DHILLON et al., 2009).

Segundo Veiga (2003), o 0zbénio pode
ser utilizado na forma gasosa em camaras
frigorificas, silos e depdsitos de alimentos,
com a finalidade de proteger e conservar pro-
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dutos acabados e matérias primas. A aplicagdo
direta de gds ozonio em depdsitos mantém
0 ambiente com reduzida carga microbiana,
mesmo quando hé altos indices de calor e
umidade, o que assegura maior tempo de
armazenamento ¢ manuten¢do da qualidade
dos alimentos.

Desta forma, o objetivo deste trabalho
foi avaliar o efeito do gas 0zonio na qualidade
microbioldgica do ar e das superficies do
interior de uma camara frigorifica de arma-
zenamento de queijo Minas Frescal.

MATERIAL E METODOS
Local e equipamento

O experimento foi realizado no Laticinio
da Fazenda da Aeronautica de Pirassununga,
avaliando-se a qualidade microbioldgica da
camara fria destinada ao armazenamento de
queijos minas frescal. A camara constituida de
painéis de poliestireno possui uma area total
de 27,6 m? (com medidas de 4,0 x 3,0 x 2,3
metros) mantida a temperatura de 5°C.

A qualidade microbioldgica foi avaliada
por 60 dias sem aplicagdo de ozonio (sistema
controle) e posteriormente por 60 dias
com aplicacdo de ozonio na camara. O
equipamento utilizado para geracao do 0zonio
no ar ambiente foi um ozonizador de ar da
marca Interozone, modelo UEC 125%, o qual
fornece uma concentragdo final de ozonio de
0,03 mg.L"! de ar. O equipamento permaneceu
ligado durante os 60 dias de experimento.

Técnica de sedimentacio

A qualidade do ar interno da camara fria
foi verificada pela quantificagdo de micror-
ganismos aerobios mesofilos e bolores e
fungos filamentosos, utilizando-se a técnica
de sedimentagdo em placas. O método
consistiu na exposi¢do, por 15 minutos, de
oito placas de Petri estéreis descartaveis de

65 cm?de area, sendo quatro placas contendo
Agar Plate Count PCA (DIFCO®, USA)
e as outras quatro contendo Agar Batata
Acidificado BDA (DIFCO®, USA). As placas
foram estrategicamente distribuidas duas a
duas em quatro pontos da camara fria a uma
altura de 1,5 metros do chdo, propiciando
um contato direto do ar ambiente com a
superficie do agar contido nas placas. Esses
pontos de amostragem foram pré-definidos a
partir da observagdo da movimentagao dos
operadores do estabelecimento no interior
da cdmara durante suas rotinas de trabalho,
que nao foram alteradas para a realizacdo do
experimento. Os pontos amostrados foram: ao
lado da porta de entrada, no fundo, do lado
direito e do lado esquerdo da camara.

As coletas foram realizadas durante 120
dias na camara, sendo que nos primeiros 60 dias
sem aplicag¢do de ozoénio e nos 60 dias subse-
quentes com o equipamento de ozodnio ligado,
gerando 0,03 mg de ozdnio por litro de ar.

Apbs a coleta, as placas de PCA foram
incubadas em estufa a 35°C por 48 horas para
avaliacdo de aerobios mesofilos, e as placas
com BDA foram incubadas em estufa a 25°C
por 72 horas para avaliagdo de bolores e fungos
filamentosos (APHA, 1992).

Para determinagdo dos resultados finais
foram realizados calculos, considerando-se a
contagem do numero de colonias, a area de
65,0 cm?das placas de Petri, o total de 1.440
minutos de um dia, e o tempo de 15 minutos
de exposigdo de cada placa de acordo com a
equagao 1. O resultado final foi expresso em
UFC.cm™.dia™.

Equagdo 1:
Total de UFC = (N° de colonias/65) x 1440
15

Amostragem das superficies da cAimara

Para a amostragem das superficies da
camara foram utilizados swabs estéreis e
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descartaveis. As superficies amostradas foram
realizadas em cinco pontos de avaliagdo:
porta, paredes (direita, esquerda e fundo da
camara) e estante da camara fria.

As amostras foram coletadas em
duplicata com auxilio de moldes metalicos
estéreis determinantes da area de 10 cm? de
esfregaco. As coletas foram realizadas a cada
dois dias durante 60 dias com a cadmara sem
ozo6nio e a cada dois dias durante 60 dias com
o0 ozonizador gerando 0,03 mg de ozdnio por
litro de ar.

Apobs a coleta dos swabs, 0s mesmos
foram colocados em tubos de ensaio contendo
9 mL de solugdo salina peptonada 0,1% e
agitados vigorosamente. Posteriormente,
foi realizada a contagem de microrganismos
aerdbios em triplicata, expressa em UFC.cm?
(APHA, 1992).

Analise estatistica

Foi realizado para a sedimentacdo em
placas um delineamento experimental casua-
lizado com dois tratamentos (com a aplicagao
de ozonio e sem a aplicagdo de 0zo6nio), no
qual foram coletadas quatro placas para
cada grupo microbiano em quatro pontos de
avaliacdo na cdmara fria durante o periodo

de 120 dias em trés repeticdes, totalizando
1440 placas para cada grupo microbiano. Para
analise do efeito de tratamento utilizou-se o
Teste F e para andlise de efeito de tempo foi
realizada estudo dos dias através de regressao
pelo comando CONTRAST, ao nivel de
significancia de 5%.

Para a amostragem das superficies de
paredes e estantes da camara pelos swabs
foi realizado um delineamento experimental
casualizado com dois tratamentos (antes da
aplicagdo de ozonio e depois), com coleta
de swabs em duplicata em cinco pontos de
avaliagdo (direita, esquerda, estante, fundo e
porta) na camara fria a cada dois dias durante
o periodo de 120 dias, totalizando 600 coletas
de swab. Para analise do efeito de tratamento
utilizou-se o Teste F e para analise de efeito
local de realizacdo do swab foram realizados
testes de comparagdo de médias, através do
comando LSMEANS, utilizando-se o teste de
Tukey — Kramer, ao nivel de significancia de
5%. Os resultados foram analisados por meio
do procedimento MIXED e medidas repetidas
no tempo do programa SAS (SAS, 2004).

RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das contagens de micror-

Log (UFC.cm?.dia)

1 1 21 31 41

—— Entrada da camara

—---Prateleira da Direita

51 61 7 81 91 101 111
Tempo (dia)

— — Prateleira da Esquerda

Fundo da camara

Figura 1 — Representacgio grafica das populagdes de microrganismos acrobios mesofilos sem e

com aplicagdo do gas 0zOnio em camara fria
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ganismos aerobios mesoéfilos no ar da cadmara
em todos os pontos de amostragem antes
e ap6s a utilizagdo do gas ozonio estdo
demonstrados na Figura 1.

A contagem inicial de microrganismos
aerdbios mesofilos no ar da cdmara foi bastante
homogénea, variando entre 3,15 x 10? a 5,02
x 10> UFC.cm™.dia’!, com contagem média de
3,19 x 10> UFC.cm™.dia'. Apos a aplicacdo
do ozonio, as contagens ficaram entre 4,87 x
10"a 5,12 x 10> UFC.cm™.dia!, com média de
4,97 x 10 UFC.cm™.dia’'. Foi observada uma
redug@o da contagem de aerdbios mesofilos
de 0,81 ciclos, avaliada como estatisticamente
significativa (p<0,05). Resultados de redugao
microbioldgica similares foram observados por
Chiattone (2006) em carne bovina maturada.

Adicionalmente, os resultados nio indi-
caram diferencas significativas entre os pontos
de amostragem e entre os diferentes dias de
avaliacdo, o que indica que a contaminagao
no interior da camara se manteve constante
durante todos os dias dos ensaios. Além disso,
o baixo nivel de contaminacdo indica a boa
qualidade do processo de higienizagdo da
camara.

A partir da Figura 2 observa-se, grafica-
mente, o comportamento das populagdes de
bolores e fungos filamentosos, nos diversos

pontos amostrados, durante o periodo de 60
dias com a camara sem o tratamento e dos
proximos 60 dias com o equipamento de
0zO6nio em funcionamento.

A contagem inicial média de bolores
e fungos filamentosos no ar da camara
foi de 1,24 x 10> UFC.cm?2.dia'. Apos a
aplicacao do ozonio, a contagem média foi
de 1,20 x 10 UFC.cm™.dia’!, sendo, portanto,
observada uma redug@o média da contagem de
bolores e fungos filamentosos de 1,01 ciclos,
avaliada como estatisticamente significativa
(p<0,05). Resultados obtidos para amoras
estocadas em camara com ozOnio também
indicaram bons efeitos do sanitizante, com
supressdo do crescimento fangico por 12 dias
(Barth et al., 1995).

A avaliacdo dos resultados mostrou
que, novamente, ndo houve diferenca entre
os dias amostrados e pontos de coletas da
camara, indicando uma homogeneidade
na contamina¢do da cdmara ¢ uma boa
distribui¢cdo do 0zonio nos pontos amostrados.

A Figura 3 apresenta as contagens de
microrganismos aerobios mesdfilos nas super-
ficies das paredes, porta e estantes da camara
de estocagem e a Tabela 1 mostra as médias
das contagens obtidas nos diferentes pontos de
amostragem, antes ¢ apds a ozonizago.

26

Log (UFC.cm?2.dia)

——Entrada da camara
— -- -Prateleira da Direita

1 11 21 3 4 S5 6 71 8 91 101 1M1
Tempo {dia)

— — Prateleira da Esquerda
--------- Fundo da camara

Figura 2 — Representacdo grafica das populagdes de bolores e fungos filamentosos sem e com

aplicac@o do gas 0zonio em camara fria
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Assim, observa-se, a partir dos dados
da Tabela 1, que a contagem inicial de
microrganismos aerobios meso6filos nas
superficies da camara foi pequena (méxima
contagem = 16,6 UFC.cm™) e sem diferenga
significativa entre os pontos de coleta.
Endres et al. (2010) verificaram resultados
semelhantes aos deste estudo ao avaliarem
o ar ambiente de camaras frias de maturagdo
de queijo ralado. Os autores observaram
contagens de bolores e fungos filamentosos
de 4,3 UFC.placa! (quando as superficies

internas da cdmara foram amostradas com
swabs) e de 9,1 UFC/100L ar, quando uti-
lizaram um coletor de ar para enumerar
populagdes de bolores e fungos filamentosos.
Estas baixas contagens observadas em ambos
estudos podem ser atribuidas ao bom estado
de conservacdo das camaras e a adequada
higienizacdo das mesmas.

A aplicagdo de ozoOnio determinou
pequenas redugdes nas contagens (< 0,5 ciclo
logaritmico), mas que, ainda assim, foram
estatisticamente significativas (p<0,05) para

Tabela 1 — Médias (Log UFC.cm™) das contagens de microrganismos aerobios mesofilos presentes
nas superficies da camara frigorifica de queijo Minas frescal sem e com a utilizagdo de 0zénio como

sanitizante

Pontos de coleta

Lado direito  Lado esquerdo  Estante Fundo Porta
(Log) (Log) (Log) (Log) (Log
UFC.cm? UFC.cm? UFC.cm™ UFC.cm? UFC.cm?)
Antes da sanitizagdo 1,184 1,173 1,2284 1,173 1,173
com 0zdnio
Depois da sanitizagdo 0,758 0,77bB 1,144 0,73<8 0,908
com 0zoénio
Reducdes 0,43 0,40 0,08 0,40 0,27

Letras minusculas iguais na mesma linha sao estatisticamente iguais pelo Tukey — Kramer (p>0,05) Letras
maitsculas iguais na mesma coluna sdo estatisticamente iguais pelo Teste F (p>0,05).

sem gzdnio
A

com 0zanio
A

Log (UFC.em?)

11 21 #m 4 s

Tempo (dia)
----- Porta da camara — —Parede direita  — . -Parede esquerda
——Fundo da camara -« Estante

61 71 81 91 101 111

Figura 3 — Representacgdo grafica das populagdes de microrganismos aerobios mesofilos sem e
com aplicag@o do gas ozdnio em superficies de camara fria
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todas as amostras, com exce¢do daquela
coletada da estante (p>0,05). E possivel que
na presenca de baixas contagens iniciais
de microrganismos mes6filos aerobios no
interior da cdmara o processo de ozonizagao
nao ¢ muito efetivo, resultando em menores
niveis de inativacdo do que aqueles que
seriam observados em um ambiente mais
contaminado.

CONCLUSOES

A utiliza¢do do gés ozdnio na con-
centragdo de 0,03 mg.L!' em camaras frias
de armazenamento de queijo Minas Frescal
possibilita uma melhor qualidade do ar de
circulacdo e das superficies das instalagdes,
em virtude de uma reducdo média e constante
de, respectivamente, 0,81 e 1,01 ciclos
logaritmicos na contagem de microrganismos
aerobios meso6filos e bolores e fungos
filamentosos.

A aplicagdo de ozonio mostra-se um
método promissor para melhorar qualidade do
ar e das superficies interna de camaras frias
de laticinios, pela sua eficiéncia em baixas
concentragdes, por um curto periodo de tempo
e decomposi¢ao em produtos ndo toXicos.
Além disso, uma vez obtido o equipamento,
a geracao do ozonio ¢ de baixo custo, quando
comparado com a compra periodica requerida
para os demais sanitizantes.
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