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Introdução  

O uso do ozônio como um antimicrobiano seguro tornou-se notório nas últimas 

décadas, principalmente devido à sua atividade altamente oxidativa, que o caracteriza como 

um agente potencialmente biocida que atua sobre bactérias, fungos, vírus e helmintos 

(MARTINS et al, 2015). A ação antimicrobiana do ozônio ocorre através do dano às 

membranas celulares e oxidação das proteínas intracelulares, o que desencadeia a perda do 

funcionamento da organela (SILVA et al., 2021). Ele inativa diversas bactérias, incluindo 

gram-negativas e gram-positivas, células vegetativas e formas esporuladas, além de 

componentes do envoltório celular, esporos fúngicos ou capsídeos virais, em concentrações 

relativamente baixas e em reduzido tempo de contato (SILVA et al., 2011). 

O ozônio possui um elevado poder de oxidação, ao que é atribuída sua ação biocida, 

já que seu potencial de oxidação (+2,07) é superado apenas pelo flúor (+2,87) e pelo radical 

hidroxila (+2,80), mas se sobressai em relação ao peróxido de hidrogênio (+1,77) e o 

cloro(+1,36) (SILVA, 2018). Sua atuação na eliminação de microrganismos vem sendo 

explorada em diversos campos como alimentação, tratamento de água e esgoto, tratamento 

de feridas, desinfecção de superfícies e até mesmo nos tratamentos odontológicos. Portanto, 

com tantas vertentes sendo estudadas, torna-se inegável seu poder como agente biocida. 

O ozônio é uma forma alotrópica do oxigênio, constituído por 3 átomos (O3), que 

possui características como: gás instável, diamagnético (ZANZARINI, 2017) e é produzido 

naturalmente na estratosfera pela ação fotoquímica dos raios ultravioleta sobre as moléculas 

de oxigênio e pode ser sintetizado através de aparelhos de ozonização (LIMA et al., 2021). 

Recentemente tem havido uma busca por novos métodos de desinfecção que avaliam 

o efeito descontaminante do Ozônio (O3) em água e ar contaminados por Staphylococcus 

aureus, Pseudomonas auriginosas, Escherichia coli e Streptococcus faecalis, encontrando 

resultados promissores na redução do potencial contaminante dos microrganismos, tanto no 

ambiente em forma de aerossóis, quanto na água (TAMINATO, 2023). 

O ozônio vem sendo utilizado como desinfetante de água há muitos anos nos países 

europeus, onde é citado por Souza (2006) em sua tese de doutorado, como um potente oxidante 

e desinfetante de elevada efetividade na inativação de microrganismos patogênicos de difícil 

inativação, como oocistos de Cryptosporidium, no tratamento da água. 

Seu efeito bactericida pode ser comprovado, também, pelo projeto desenvolvido no 

Laboratório de Microbiologia da Universidade Brasil, Campus Fernandópolis, onde após 

dois minutos de fumigação de ozônio, as bactérias usadas neste trabalho não resistiram à sua 

ação, onde previamente as placas de Petri utilizadas haviam sido contaminadas com cepas 

padrão de S. aureus e K. pneumonae (PEREIRA et al., 2018). 

Esse mesmo efeito do ozônio sobre os microrganismos, é citado por Borges, et al. 
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(2017) no seu artigo sobre a cicatrização de feridas utilizando ozônio, onde afirma que, essa 

prática se justifica pelo efeito de morte oxidativa que o ozônio exerce sobre 

microrganismos como Candida albicans e Staphylococcus aureus que são microrganismos 

que, frequentemente, estão relacionadas às infecções de feridas, reduzindo assim o tempo de 

cicatrização, após reduzir a contaminação. 

Na prática odontológica, o ozônio, devido à sua potente ação antimicrobiana, tem sido 

proposto como uma alternativa antisséptica. As novas estratégias terapêuticas para 

tratamento da infecção e inflamação consideram não apenas o poder antimicrobiano das 

substâncias utilizadas, como também a influência exercida sobre a resposta imune do 

paciente (ANEXO RESOLUÇÃO CFO-166/2015). 

Diversos processos da indústria de alimentos são propícios à utilização do ozônio, 

como a ozonização de produtos agrícolas durante sua armazenagem/transporte e a sanitização 

da água utilizada para lavar os alimentos, equipamentos e materiais das embalagens 

(GRAHAM, 1997). 

Sendo assim, o objetivo deste estudo foi evidenciar a eficácia do uso desse agente na 

eliminação de microrganismos, a partir de evidências práticas através de um método 

desenvolvido para tal, sendo ele, uma coluna com borbulhamento de ozônio em uma solução 

básica e outra neutra. 

O método utilizado foi desenvolvido baseando-se em uma coluna de absorção, que, 

geralmente, possui a forma de um cilindro fechado, onde são colocadas em contato as 

fases líquida e gasosa, para que haja a transferência de massa, devido à força motriz ali 

existente (Pereira et al. 2008). 

Material e Métodos 

Para execução do projeto apresentado, foram realizadas algumas etapas desde a 

determinação do método qualitativo de análise, a confecção de uma coluna de absorção, em 

escala laboratorial, adaptada para a finalidade de inativação de microrganismos em parceria 

com o laboratório de microbiologia da Ulbra, preparo das culturas do Geobacillus 

stearothermophilus (endósporo utilizado nos testes), preparo das peças que foram submetidas 

à ozonização, análises pré processos de ozonização, análises de resultados após a utilização 

da coluna de absorção com borbulhamento de ozônio em solução alcalina e em solução 

neutra, comparação dos resultados obtidos em ambos os processos, conclusões após 

comparativo. 

O método qualitativo de análise de cultura bacteriana utilizado para avaliação da 

eficácia da ozonização, foi adaptado da norma técnica CETESB (P2.112 1ª Edição Novembro 

2016) e ANVISA (2013), e baseado na verificação qualitativa da dissertação de Sousa (2012) 

em seu mestrado tratando de microbiologia aplicada. 

Para a contaminação do material metálico escolhido (tesouras Mayo), que foi 

submetido as ozonizações, foi preparado um meio de cultura líquido com caldo nutriente BHI 

(Brain Heart Infusion Broth ou Caldo Cérebro Coração) para o crescimento do 

Geobacillus stearothermophilus (endósporo muito resistente, escolhido para testar a eficácia 

do ozônio) e após, o microrganismo foi inoculado nesse meio. A contaminação foi realizada 

com 1 mL do caldo de cultura puro sobre toda a superfície do material (tesoura Mayo) e 

então, colocada em estufa a 30º C por 40 min para aderência microbiana ao material. O 

processo foi realizado em triplicata, sendo, após, identificados e embalados em pacotes de 

tecido SMS. 

Preparou-se também o meio de cultura sólido (Ágar Triptona e Soja--TSA) utilizado 

para analisar qualitativamente o crescimento do Geobacillus stearothermophilus. Distribuiu-
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se em placas de Petri estéreis, aguardando sua solidificação para semeadura das coletas. 

A coleta foi feita com swab estéril, imerso em 1 mL de solução de água peptonada 0,1% 

estéril e friccionado sobre toda a superfície da tesoura; após, foi colocado no tubo contendo 

a solução e realizado agitação para homogeneização. Em seguida foi realizada a semeadura 

sobre o ágar nas placas de Petri e levado para incubação em estufa a 37º por 24h. Após a 

coleta, o material foi submetido à ozonização. 

Para os ensaios com a utilização de ozônio, foi confeccionada uma coluna de 

absorção a partir de um cilindro de PVC de 10cm de diâmetro e 50cm de altura com tampa 

fixa na base e tampa móvel no topo ( com um orifício no centro por onde pudesse passar o 

fio de nylon que serviu para manter o material a ser esterilizado suspenso) bem como, um 

orifício no topo da coluna para entrada da mangueira de silicone ligada ao ozonizador na 

extremidade externa e uma pedra porosa (para melhor difusão do gás) na extremidade interna, 

conforme visto na Figura 1: 

Figura 1- Coluna de absorção conectada ao ozonizador 
 

Fonte: a autora, 2023 

No primeiro ensaio, a coluna teve 4/5 de seu volume preenchido com uma solução 

aquosa de hidróxido de sódio 0,1 mol/L (2,5L) e o borbulhamento de ozônio ocorreu de forma 

ascendente. O ozônio utilizado no borbulhamento foi produzido pelo ozonizador da marca 

CQJD Changjiu, com uma saída de ozônio de 2000mg/h (informação do fabricante), do tipo 

Fotoirradiação por luz UV (140 a 190 nm). 

Para proceder-se a esterilização com ozônio, utilizou-se luvas e máscara, abriu-se o 

pacote com a tesoura Mayo previamente contaminada e suspendeu-se a mesma pela 

extremidade do fio de nylon (necessário para manter o material suspenso durante a 

ozonização e para poder ser manuseado sem ocorrer contaminação); foi mergulhada na 

solução dentro da coluna de absorção e o fio preso na garra universal ; fechou-se a tampa da 

coluna, ligou-se o ozonizador e foi acionado o cronômetro para que o borbulhamento 

ocorresse durante 15 minutos. Decorrido o tempo de ozonização, foram realizadas lavagens 

com água deionizada estéril para retirar a basicidade dos materiais já que o processo da 

ozonização (ozônio + hidróxido de sódio) ocorreu em pH básico, em torno de 12, sendo, 

assim, chamado de Processo Oxidativo Avançado (POA). Após as lavagens, a tesoura foi 

depositada dentro de embalagem previamente esterilizada, fechada e levada novamente para 

secagem em estufa a 30º C por 40 min. 

Após o material (tesoura Mayo) passar pela ozonização e secagem, foi realizada a 

coleta, seguindo os mesmos passos da coleta inicial. 
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No segundo ensaio realizado, o processo de ozonização do material foi feito em uma 

solução de pH 7, com água deionizada esterilizada e ozônio, seguindo os mesmos 

procedimentos do borbulhamento com hidróxido de sódio. Dessa forma, não se 

caracterizando mais como um POA, e podendo avaliar unicamente a ação do ozônio. 

A concentração de ozônio produzida pelo equipamento foi medida através do método 

iodométrico, descrito na literatura (Standard Methods for the Examination of Water and 

Wastewater, 2005, Método 2350E). Esse método consiste no borbulhamento de ozônio 

durante 5 min dentro de um kitassato com capacidade para 2L, contendo 1,2L de solução de 

iodeto de potássio 2%. Esse frasco lavador de gás é conectado a outros dois frascos kitassatos 

de 500 mL cada, contendo 200 mL de solução de iodeto de potássio 2% cada um. A conexão 

entre eles ocorre em sequência, sendo o último, aberto para o ambiente. Após o tempo de 

borbulhamento do ozônio na solução de iodeto de potássio 2%, é retirado uma alíquota de 

100 mL da solução e transferido para um Erlenmeyer de 250 mL, acidificada com 5 mL de 

ácido sulfúrico 10% e realizada a titulação com tiossulfato de sódio 0,1N padronizado. A 

titulação é realizada até o clareamento da solução amarela; na sequência é adicionado 1 mL de 

amido 1%, surgindo, assim uma cor azul escura, então prossegue-se com a titulação até a cor 

azul desaparecer e o líquido ficar transparente; anota-se o volume de tiossulfato necessário e 

utiliza-se esses valores nas equações descritas no método, essas nuances de cor podem ser 

observadas na Figura 2. 

Figura 2--Nuances de cor durante a titulação 

 

Fonte: a autora, 2023 

Em posse da informação fornecida pelo fabricante sobre a vazão, também foi realizado 

um teste de vazão para confirmação de tal dado, utilizando-se um fluxômetro de ar com 

capacidade de até 15L/min, acoplado à saída de ar do aparelho de ozonização. 

Resultados e Discussão 

Ao finalizar os processos propostos, os resultados foram descritos. 

 

 

Análises pré e pós ozonização em coluna de absorção com hidróxido de 

sódio 

 

Após 24h de incubação das Placas de Petri, contendo as coletas do processo de 

ozonização em meio alcalino, em estufa a 37º (+-2o), observou-se o resultado obtido na Figura 

3. 
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Figura 3- Resultado da amostra pré e pós borbulhamento de ozônio em solução de 

NaOH 
 

Fonte: a autora, 2023 

Como observado, na cultura realizada após a coleta da superfície do material 

contaminado e antes de ser realizada a ozonização, ocorreu crescimento do microrganismo 

Geobacillus stearothermophilus em toda a superfície da placa, comprovando que o material 

estava contaminado. Já na cultura pós ozonização houve certo crescimento microbiano, 

porém com redução significativa no número de colônias do microrganismo. 

 

 

Análises pré e pós ozonização em coluna de absorção com água deionizada 

 

Após 24h de incubação das Placas de Petri, contendo as coletas do processo de 

ozonização em meio de pH neutro, em estufa a 37º (+-2o), o resultado pode ser visto na figura 

4: 

Figura 4- Resultado da amostra pré e pós borbulhamento de ozônio em água 

deionizada 

 

Fonte: a autora, 2023 

Como pôde ser observado, a placa com a coleta de material prévia a ozonização ficou 

repleta de colônias do microrganismo, portanto, ao analisar as placas após a ozonização, 

percebemos que ocorreu uma eliminação significativa dos microrganismos do material 

contaminado, tendo um resultado muito semelhante ao observado no borbulhamento de 

ozônio em solução de NaOH 0,1M (POA). 
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Resultado da quantificação do ozônio produzido pelo equipamento 

Em posse dos valores obtidos durante os ensaios e nas titulações e utilizando-se as 

equações descritas no método iodométrico, foi possível calcular a produção total e a dosagem 

de ozônio pelo ozonizador da marca CQJD CHANGJIU (trabalhando com a vazão total 

do equipamento). Os resultados podem ser vistos na Tabela 1. 

 

 

Tabela 1- Produção Total e Dosagem de Ozônio 

 

 Teste 
1 

Teste 
2 

Teste 
3 

Média  

Vf 

(mL) 

Vf 

(mL) 

Vf 

(mL) 

Vf 

(mL) 

Vb 

(mL) 

Vki 

(mL) 

Vol. 

Amostra 
(mL) 

Ntio T 

(min) 

Produção 

(gO3/h) 

Dosagem 

(mg/L) 

Reator 2L 
(1) 

0,3 0,3 0,3 0,3 0 1,2 100 0,1 5 0,10368 7,2 

Kitassato 

0,5L (2) 

0 0 0 0 0 0,2 100 0,1 5 0 0 

Kitassato 
0,5 L (3) 

0 0 0 0 0 0,2 100 0,1 5 0 0 

 Produção 
Total 

(gO3/h) 

Dosagem Total 

(mg/L) 

0,10368 7,2 

Fonte: a autora, 2023 

 

 

Como pode observado, obteve-se uma produção total de 0,10368 gO3/h e uma 

dosagem total (medida da concentração) de 7,2 mg/L. Portanto, detectou-se uma produção 

consideravelmente abaixo do valor informado pelo fabricante, que seria de 2 gO3/h (entrega 

de 5,18% do total que o aparelho deveria produzir). 

Já no teste de vazão de ozônio, obteve-se 5,5L/min, sendo que o valor deveria ser de 

8L/min, conforme o fabricante, (68,75% do que o aparelho deveria entregar), ou seja, um 

valor abaixo do esperado. 

 

 

Comparativo entre os dois métodos de ozonização realizados 

 

Após as análises pré e pós ozonização tanto em solução básica como em solução 

neutra realizou-se um comparativo entre os resultados obtidos, como pode ser visto na Tabela 

2. 

Tabela 2- Comparativo entre as esterilizações realizadas 

 

 Eliminação de colônias microbianas 

Ozonização pH 12 Ozonização pH 7 

Ensaio 1-Pós Ozonização pH 12 sim sim 

Ensaio 2- Pós Ozonização pH 12 sim sim 

Ensaio 3- Pós Ozonização pH 12 sim sim 

Ensaio 1- Pós Ozonização pH 7 sim sim 

Ensaio 2- Pós Ozonização pH 7 sim sim 

Fonte: a autora, 2024 
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Ao observar-se o quadro comparativo das duas ozonizações realizadas concluiu-se 

que o ozônio teve o poder de eliminar a grande maioria das colônias do Geobacillus 

stearothermophilus, independente do pH do meio em que ele foi borbulhado. 

 

Conclusões 

Após a compilação e análise de todos os resultados obtidos, verificou-se que o 

desenvolvimento de uma coluna de absorção com borbulhamento de ozônio para verificar a 

eficácia da eliminação de microrganismos pelo ozônio, trouxe resultados positivos na 

redução e/ou eliminação de microrganismos, na forma como o método foi procedido: pH 

básico com 15 minutos de borbulhamento de ozônio e pH neutro com 15 minutos de 

borbulhamento de ozônio. 

Foi possível concluir que a oxidação dos microrganismos ocorreu pela ação do 

próprio ozônio e não pelos radicais hidroxila liberados no meio através da elevação do pH, 

já que os resultados em ambos os processos foram muito similares. Como nos trabalhos 

supracitados, que citaram e comprovaram com testes os efeitos biocidas do ozônio, 

comprovou-se, também, através deste método criado, que o ozônio possui real ação biocida, 

mesmo em concentrações baixas, como a utilizada nos borbulhamentos, quando verificou-se 

através de uma análise qualitativa (crescimento de cultura em placa de Petri), que houve uma 

redução significativa das colônias do Geobacillus stearothermophilus. 

A baixa concentração de ozônio no processo foi verificada pelos testes de iodometria 

e posteriormente, também pelos cálculos realizados, que mostraram que o aparelho estava 

entregando apenas algo em torno de 5,18% da sua capacidade de produção, informada pelo 

fabricante. 
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