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RESUMO

A formação de biofilmes em superfícies de aço inoxidável constitui um dos principais

desafios higiênico-sanitários para a indústria de sucos, por favorecer a persistência

de microrganismos e aumentar o risco de contaminação dos alimentos. Nesse

contexto, a água ozonizada em sistema de microbolhas destaca-se como uma

alternativa aos sanitizantes convencionais, em razão do seu elevado potencial

oxidante e da ausência de resíduos químicos. Assim, objetivou-se determinar a

eficácia da água ozonizada em sistema de microbolhas na remoção e inativação de

biofilmes de Candida intermedia em sistema de limpeza Cleaning-in-Place (CIP),

comparando seu desempenho ao do hipoclorito de sódio e ao tratamento controle

com água. O estudo foi conduzido em planta piloto de sistema CIP, utilizando corpos

de prova de aço inoxidável com geometria linear e curva de 90°, previamente

colonizados por biofilmes de C. intermedia. Foram avaliados três tratamentos

sanitizantes (água, hipoclorito de sódio e água ozonizada), dois tempos de

exposição (20 e 30 min), a influência da geometria da tubulação, a variação da

temperatura durante a recirculação e a contagem de células planctônicas (bolores e

leveduras) na água de recirculação. O tipo de sanitizante foi o único fator que

influenciou significativamente a redução da carga microbiana (p < 0,05), não sendo

observados efeitos do tempo de exposição, da geometria dos corpos de prova ou da

interação entre esses fatores. Em comparação ao tratamento controle (água), o

hipoclorito de sódio apresentou maior eficiência na remoção do biofilme,

promovendo reduções de 1,62 e 1,72 log UFC/cm² nos corpos de prova linear e

curvo, respectivamente, enquanto a água ozonizada proporcionou reduções de 0,15

e 0,95 log UFC/cm². Observou-se, ainda, aumento da temperatura durante a

recirculação da água ozonizada, condição que pode ter comprometido a estabilidade

do ozônio dissolvido e, consequentemente, sua eficiência antimicrobiana. Embora a

água ozonizada tenha reduzido a carga microbiana do biofilme e a concentração de

células planctônicas na água de recirculação, nas condições avaliadas seu

desempenho foi inferior ao do hipoclorito de sódio, evidenciando que sua aplicação

em sistemas CIP requer a otimização das condições operacionais, especialmente

aquelas relacionadas à manutenção da estabilidade do ozônio, visando
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ozonizada como sanitizante em sistemas cleaning-in-place (CIP) para a
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potencializar sua eficiência como agente sanitizante.

Palavras-chave: levedura; higienização; microbolhas; segurança de alimentos;
ozônio dissolvido; incrustação



ABSTRACT

Biofilm formation on stainless steel surfaces represents one of the major hygienic

and sanitary challenges in the juice industry, as it promotes microbial persistence and

increases the risk of food contamination. In this context, ozonated water in a

microbubble system has emerged as a promising alternative to conventional

sanitizing agents due to its high oxidative potential and the absence of chemical

residues. Therefore, this study aimed to determine the efficacy of ozonated water in a

microbubble system for the removal and inactivation of Candida intermedia biofilms

in a Cleaning-in-Place (CIP) system, comparing its performance with that of sodium

hypochlorite and water as the control treatment. The experiments were conducted in

a pilot-scale CIP system using stainless steel coupons with straight and 90° curved

geometries, previously colonized by C. intermedia biofilms. Three sanitizing

treatments (water, sodium hypochlorite, and ozonated water), two exposure times (20

and 30 min), the influence of pipeline geometry, temperature variation during

recirculation, and the concentration of planktonic cells (molds and yeasts) in the

recirculation water were evaluated. The type of sanitizer was the only factor that

significantly affected microbial load reduction (p < 0.05), whereas exposure time,

coupon geometry, and the interaction among these factors had no significant effect.

Compared with the control treatment, sodium hypochlorite exhibited the highest

biofilm removal efficiency, achieving microbial load reductions of 1.62 and 1.72 log

CFU/cm² on the straight and curved coupons, respectively, whereas ozonated water

achieved reductions of 0.15 and 0.95 log CFU/cm². In addition, an increase in

temperature was observed during ozonated water recirculation, which may have

compromised the stability of dissolved ozone and, consequently, its antimicrobial

efficacy. Although ozonated water reduced both the microbial load of the biofilm and

the concentration of planktonic cells in the recirculation water, its performance under

the evaluated conditions was inferior to that of sodium hypochlorite, indicating that its

application in CIP systems requires optimization of operational parameters,

particularly those related to maintaining ozone stability, in order to maximize its

sanitizing efficacy.

SILVA, Jocássia Reis, M.Sc., Universidade Federal de Viçosa, July, 2026. Ozonated
water as a sanitizing agent in cleaning-in-place (CIP) systems for the removal
of Candida intermedia biofilm for application in the juice industry. Adviser: Leda
Rita Dantonino Faroni. Co-advisers: Solimar Goncalves Machado and Marcus
Vinicius de Assis Silva.
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1 INTRODUÇÃO  

 

A indústria de processamento de frutas representa um setor de expressiva relevância 

econômica e social, especialmente no Brasil, onde a fruticultura desempenha papel importante 

na geração de renda, empregos e no agronegócio nacional (BRASIL, 2025). Entretanto, as 

operações industriais envolvidas na produção desses produtos podem favorecer a contaminação 

e a proliferação de microrganismos, tornando o controle higiênico-sanitário um desafio 

constante para a manutenção da qualidade e da segurança dos produtos. Entre os principais 

contaminantes associados às plantas processadoras de sucos destacam-se as leveduras (RICO-

MUNOZ; DOS SANTOS, 2019). Dentre os gêneros mais frequentemente encontrados nesse 

ambiente, Candida spp. e Rhodotorula spp. merecem atenção especial devido à capacidade de 

aderir a superfícies, formar biofilmes e persistir mesmo após a sanitização (SALO; 

WIRTANEN, 2005; RAMÍREZ-CASTRILLÓN et al., 2019; AGUSTÍN et al., 2023; 

WONDIMAGEGN; MOHAMMED, 2025). 

Na forma de biofilme, essas leveduras se aderem às paredes internas das tubulações 

(WAGNER et al., 2021), contribuindo para a formação de incrustações (LI et al., 2019). Fatores 

como a umidade, disponibilidade de nutrientes e o tipo de matéria orgânica presente favorecem 

o desenvolvimento dessas estruturas. Quando há desprendimento de células ou fragmentos do 

biofilme, pode ocorrer contaminação dos alimentos, reduzindo o tempo de prateleira dos 

produtos e, em alguns casos, provocar surtos de doença (VISHWAKARMA, 2020; WAGNER 

et al., 2021). 

O Clean in Place (CIP) é um sistema de higienização automatizado utilizado na indústria 

de alimentos e bebidas, sendo projetado para higienizar o interior de equipamentos e tubulações 

sem a necessidade de desmontagem ou intervenção manual significativa (ENGLEZOS et al., 

2019; PANT et al., 2023). É considerado um sistema de limpeza rápido e eficaz e consiste na 

lavagem com circulação controlada de sanitizantes, detergentes e soluções de enxágue, 

permitindo a redução do tempo de parada dos equipamentos e maior padronização das 

operações de limpeza (MEMISI et al., 2015; ENGLEZOS et al., 2019; PANT et al., 2023). 

A etapa de sanitização é comumente realizada com uso de produtos à base de cloro devido 

ao seu baixo custo, pela eficácia na remoção de microrganismos e pela facilidade em sua 

aplicação (FAASEMA; ALAKALI; ABU, 2014; MOHAPATRA et al., 2017; HOU et al., 

2022). No entanto, alguns sanitizantes à base de cloro podem formar subprodutos como 

bromatos e trihalometanos (GHEVARIYA; SALVI, 2025) e, apesar de serem métodos eficazes, 

https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/rhodotorula
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existem preocupações quanto à persistência desses compostos e aos seus efeitos prejudiciais à 

saúde humana e ao meio ambiente (LEE; KIM; OH, 2020). 

Devido à demanda de alimentos com a ausência de resíduos desses produtos, existe uma 

busca por métodos de controle alternativos como água ativada por plasma (GHEVARIYA; 

SALVI, 2025), água eletrolisada (REBEZOV et al., 2022), enzimas (GUERRERO-NAVARRO 

et al., 2022), ozônio gasoso e aquoso (DUBEY; SINGH; YOUSUF, 2022) e ácido peracético 

(MARGALHO et al., 2025). O ozônio é considerado uma tecnologia emergente que está sendo 

amplamente utilizada para sanitização de produtos alimentícios, por ser um tratamento eficaz 

durante as etapas de processamento e armazenamento, contribuindo para a manutenção da 

qualidade dos produtos e aumento da vida de prateleira (SINGH et al., 2013; MODESTI et al., 

2019; DUBEY; SINGH; YOUSUF, 2022). O ozônio possui a capacidade de desinfecção e 

esterilização devido a sua característica oxidante e por ser altamente reativo (PANDISELVAM 

et al., 2019). Além disso, é considerado seguro e eficiente, pois seu produto de degradação é o 

oxigênio, não deixando resíduos nos alimentos (GUZEL-SEYDIM; GREENE; SEYDIM, 

2004; ÖLMEZ; KRETZSCHMAR, 2009; DUBEY; SINGH; YOUSUF, 2022; KASSEM et al., 

2022). 

O ozônio pode ser aplicado na forma gasosa, névoa ozonizada ou dissolvido em água 

(SHEZI et al., 2020; CABRAL et al., 2024). Entre as formas de incorporação do ozônio em 

água, destaca-se o sistema de microbolhas, que consiste na geração de bolhas com diâmetros 

inferiores a 100 μm (JOHN et al., 2022; MO et al., 2024). Em comparação às bolhas 

convencionais usadas na ozonização, com diâmetro entre 2 e 6 mm, as microbolhas apresentam 

maior área superficial e o maior tempo de residência. Isto implica em uma maior eficiência na 

transferência de ozônio da fase gasosa para a fase líquida (HOU et al., 2022; CHEN et al., 

2023). 

O ozônio tem sido investigado como sanitizante nos sistemas de limpeza CIP para 

descontaminação microbiológica das superfícies internas das tubulações nas indústrias de 

processamento de alimentos (MODESTI et al., 2019; DUBEY; SINGH; YOUSUF, 2022). Na 

literatura há registros da utilização do ozônio em sistemas de limpeza CIP para 

descontaminação de biofilmes de Pseudomonas fluorescens (TIRPANCI SIVRI et al., 2023), 

em indústrias vinícolas (GUILLEN; KECHINSKI; MANFROI, 2010) e em equipamentos de 

envase de vinhos (ENGLEZOS et al., 2019), demonstrando que os parâmetros de ozonização 

podem ser estudados e adaptados para diferentes realidades industriais (NOGUEIRA LEITE et 

al., 2024). No entanto, ainda são escassos os estudos que avaliam a eficácia da água ozonizada 
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em sistema de microbolhas em sistemas de limpeza CIP voltados para indústrias de 

processamento de sucos. 

Com isso, objetivou-se, neste trabalho, determinar a eficácia da água ozonizada em 

sistema de microbolhas na remoção e inativação de biofilmes de Candida intermedia em 

sistemas de limpeza CIP para a indústria de sucos. Especificamente, buscou-se: (i) avaliar a 

eficácia da água ozonizada em sistema de microbolhas, em comparação ao hipoclorito de sódio 

e ao controle com água, na remoção e inativação de biofilmes de C. intermedia em corpos de 

prova de aço inoxidável submetidos ao sistema CIP; (ii) comparar o desempenho sanitizante 

dos tratamentos em corpos de prova com geometria linear e curva de 90°, verificando a 

influência da geometria da tubulação na redução da carga microbiana; (iii) investigar o efeito 

do tempo de exposição (20 e 30 min) sobre a eficiência de remoção do biofilme para cada 

agente sanitizante; (iv) avaliar a variação da temperatura durante a recirculação dos tratamentos 

no sistema CIP e sua relação com a estabilidade e a eficiência antimicrobiana da água 

ozonizada; e (v) avaliar a presença de bolores e leveduras na água de recirculação do sistema 

CIP após a aplicação dos diferentes tratamentos sanitizantes. 
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2 MATERIAL E MÉTODOS 

 

2.1 Microrganismos e condições de cultivo 

 

Foi avaliada a cepa de Candida intermedia CE3, pertencente à coleção de culturas isoladas 

do Laboratório de Pesquisa em Qualidade e Segurança de Alimentos do Departamento de 

Engenharia de Alimentos (EAL) da Universidade Federal de Viçosa (UFV), em Viçosa, MG.  

A cultura foi mantida em caldo Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) (extrato de levedura 

1,0% (m/v); peptona 2% (m/v); glicose 2,0% (m/v)) acrescido de 20% (v/v) de glicerol a -80 

°C. Antes de cada experimento, a cultura foi ativada em 10 mL de caldo YPD, na concentração 

de 1% (v/v) e incubada por 48 h na temperatura ótima de crescimento de 25 ± 1 °C. Em seguida, 

a cultura foi novamente ativada em 50 mL de suco de manga (Tabela 1), na concentração de 

1% (v/v) e incubada por 48 h na temperatura ótima de crescimento de 25 ± 1 °C. 

O suco utilizado para a ativação da cultura foi obtido em supermercado local da cidade de 

Viçosa, MG. Foram realizadas análises físico-químicas, incluindo: 

● Sólidos solúveis totais (°Brix) 

A concentração de sólidos solúveis totais foi determinada por meio de um refratômetro 

digital, modelo Poket Refractometer PAL-3 (Atago, Tóquio, Japão). Para a análise, uma gota 

de suco foi depositada sobre o prisma do equipamento para a medida do °Brix. 

● Potencial hidrogeniônico (pH) 

A determinação do pH foi realizada utilizando 100 mL de suco por meio de imersão do 

eletrodo de um pHmetro digital portátil modelo K39-0014PA (Kasvi, São José dos Pinhais, PR, 

Brasil). 

● Acidez total titulável  

A acidez total titulável (% de ácido cítrico em 100 g de suco) foi determinada por meio 

de volumetria potenciométrica a partir de uma solução contendo 10 mL de suco diluído em 100 

mL de água destilada.  Utilizando-se um pHmetro digital portátil modelo K39-0014PA (Kasvi, 

São José dos Pinhais, PR, Brasil), juntamente com a titulação da amostra com solução 

padronizada de hidróxido de sódio (NaOH 0,1M), o ponto de equivalência foi determinado 

quando o pH atingiu 8,2. A acidez total titulável foi calculada de acordo com a Equação 1. 

 Á𝑐𝑖𝑑𝑜 𝑐í𝑡𝑟𝑖𝑐𝑜 (% 𝑝𝑜𝑟 100 𝑔) =  𝑉1  𝑓  10𝑚  
  (1) 
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Em que,  

Ácido cítrico (%/100g): acidez total titulável, expressa como percentual de ácido cítrico; 

V1: volume de hidróxido de sódio (NaOH) gasto na titulação (mL); 

f: fator de correção; 

m: massa da amostra (g). 

 

Tabela 1. Caracterização físico-química do suco de manga empregado na ativação da cultura 

microbiana 

PARÂMETROS VALORES 

Acidez total (g/L) 0,192 

Sólidos solúveis totais (°Brix) 8,78 

pH 3,80 

 

2.2 Formação de biofilme nos corpos de prova  

 

A formação do biofilme nos corpos de prova foi realizada de acordo com o método 

descrito por Tarifa et al. (2018). Para esse ensaio, foi utilizado um corpo de prova para o 

segmento de tubulação linear e um corpo de prova para a seção curva de 90º.  

Inicialmente, os segmentos foram imersos em acetona concentrada por 30 min, seguido 

da imersão em solução de hidróxido de sódio (NaOH) a 1% (m/v) por 1 h. Após esse 

procedimento de limpeza, as peças foram autoclavadas a 121 °C por 20 min.  

Posteriormente, para a formação do biofilme, foram adicionados aos corpos de prova 

lineares uma alíquota de 1,6 mL (10% v/v) da cultura ativada em suco de manga, conforme 

descrito no item 2.1, juntamente com 14,4 mL de suco de manga. Para os corpos de prova 

curvos, foram adicionados 2,8 mL (10% v/v) da cultura ativada em suco de manga, juntamente 

com 25,2 mL de suco de manga para a formação do biofilme. Os corpos de prova inoculados 

com C. intermedia CE3 foram incubados por 72 h a 25 ± 1 °C. Após o período de incubação, 

os corpos de prova foram lavados três vezes consecutivas com solução salina a 0,85% (m/v) 

para remoção das células planctônicas. As células planctônicas correspondem às células 

microbianas livres em suspensão na solução, que não estão aderidas a superfícies (NOBILE; 

JOHNSON, 2015; LOHSE et al., 2017). 

 

2.3 Sanitização em sistema de limpeza (CIP) 
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Para determinar o potencial da água ozonizada na sanitização de tubulações e na remoção 

de biofilmes de leveduras, foi conduzido um experimento em uma planta piloto que simula o 

sistema de limpeza CIP com água ozonizada, localizada no Laboratório de Pós-Colheita do 

Departamento de Engenharia Agrícola (DEA) da UFV.  

A planta piloto do sistema de limpeza CIP consiste em um tanque jaquetado com volume 

de 100 L, um tanque para recirculação das soluções sanitizantes com volume de 50 L, um 

gerador de microbolha modelo MB800 (myOZONE, Jaguariúna, SP, Brasil) e 16 metros 

lineares de tubulação em aço inoxidável 304 com 2,54 cm de diâmetro (Figura 1). 

 

 

Figura 1. Vista isométrica da planta piloto para simulação de um sistema CIP. 1 - Tanque 

jaquetado com controle de temperatura para incorporação de ozônio na água; 2 - Tanque para 

recirculação das soluções de limpeza e soluções sanitizantes; 3 - Gerador de microbolha; 4 - 

Corpos de prova; 5 - Sensor de temperatura, pressão e vazão; A – Local de inserção do corpo 

de prova curva; B - Local de inserção do corpo de prova linear.  

 

 Ao longo da tubulação, há pontos para coleta de amostras de água, manômetros, sensores 

de temperatura e sensores de vazão para monitoramento da concentração de ozônio na água, 

pressão, vazão volumétrica e temperatura na linha durante o processo de sanitização.   

O ozônio foi incorporado por meio de um injetor do tipo superventuri dentro do tanque 

jaquetado. Após o preparo da água ozonizada, foi realizada a transferência de 25 L da solução 

para o tanque de capacidade volumétrica de 50 L. Este tanque está ligado ao gerador de 
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microbolha, que é responsável pela recirculação das soluções sanitizantes e pela incorporação 

de ozônio durante o processo de sanitização. Além disso, o sistema dispõe de corpos de prova 

utilizados para a inoculação da levedura formadora de biofilme.  

Os corpos de prova, assim como toda a tubulação do circuito CIP, foram construídos em 

aço inox 304 e apresentam diâmetro interno de 23,0 mm e diâmetro externo de 25,4 mm. Os 

corpos de prova referentes aos segmentos de tubulação linear apresentam volume interno de 22 

mL e área superficial interna de 36,12 cm², enquanto os corpos de prova referentes às curvas 

de 90º apresentam volume interno de 34 mL e área superficial interna de 58,91 cm². 

 

2.3.1 Caracterização da água de distribuição 

 

Da mesma forma que foi realizada para o tratamento com ozônio, descrito no item 2.3, a 

condução dos tratamentos realizados com água e com hipoclorito de sódio foi feita utilizando 

25 L de solução, adicionados diretamente no tanque de 50 L (tanque utilizado para as soluções 

sanitizantes). A Tabela 2 apresenta a caracterização prévia da água utilizada na realização do 

experimento. 
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Tabela 2. Caracterização dos parâmetros físico-químicos e microbiológicos da água de 

distribuição utilizada no sistema de Limpeza no Local (CIP) 

Análise Resultado LQ* LD** Incerteza 

Cloro Residual Livre 0,37 mg/L 0,10 0,03 0,02 

Ferro Total < 0,08 mg/L 0,08 0,02 - 

Cor Aparente < 10 uH 10 3 - 

Dureza Total 26,3 mg/L 6,0 1,8 1,1 

Turbidez 0,92 UNT 0,10 0,03 0,04 

pH 7,04 2,00 - 0,11 

Coliformes Totais Ausente - - - 

Escherichia coli Ausente - - - 

*LQ: Limite de Quantificação. 

**LD: Limite de Detecção. 

“- “: Dado inexistente ou não aplicável.  

 

2.3.2 Formação do biofilme e sanitização dos corpos de prova na planta piloto 

 

Após o procedimento descrito no item 2.2, os corpos de prova linear e curvo contendo 

biofilme de Candida intermedia foram instalados, separadamente para cada tratamento (T1 a 

T6), no sistema CIP piloto, nas posições indicadas na Figura 1, sendo a posição A 

correspondente ao corpo de prova curvo e a posição B ao corpo de prova linear.  

Os ensaios foram realizados individualmente, obedecendo à sequência T1, T2, T3, T4, 

T5 e T6. Antes de cada ensaio, o tanque de recirculação das soluções sanitizantes do sistema 

CIP era abastecido com uma solução recém-preparada correspondente ao tratamento avaliado. 

O tratamento T7 não foi submetido ao sistema CIP, sendo utilizado para a determinação da 

população inicial de células aderidas do biofilme de C. intermedia nos corpos de prova, utilizada 

como referência para o cálculo da redução microbiológica dos demais tratamentos. 

 Após a conclusão de cada tratamento, os corpos de prova foram removidos para a 

realização das análises microbiológicas. Em seguida, a solução sanitizante utilizada era 
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descartada e o sistema CIP era submetido a um enxágue com água, com o objetivo de remover 

resíduos do tratamento anterior e minimizar possíveis interferências nos ensaios subsequentes.  

Cada tratamento foi realizado com quatro repetições independentes. Para cada repetição 

experimental, os corpos de prova foram novamente submetidos ao processo de preparo e 

formação do biofilme, utilizando-se um novo inóculo de C. intermedia. Dessa forma, cada 

repetição foi conduzida com um novo biofilme formado sob as mesmas condições 

experimentais. 

Ao término do tempo de recirculação das soluções sanitizantes correspondente a cada 

tratamento (T1, T2, T3, T4, T5 e T6), foi coletada uma amostra do fluido circulante por meio 

de uma torneira instalada no circuito do sistema CIP. As amostras foram acondicionadas em 

recipientes estéreis e destinadas à realização das análises microbiológicas, com o objetivo de 

avaliar as células planctônicas de C. intermedia provenientes do desprendimento do biofilme. 

Para cada tratamento, foi coletada uma amostra em cada uma das quatro repetições 

experimentais. 

Os parâmetros operacionais de temperatura (°C), vazão volumétrica (m³/h), velocidade 

de escoamento e pressão no vaso de pressão (kgf/cm²) foram monitorados ao longo dos 

experimentos. Os valores obtidos, apresentados na Tabela 3, caracterizam as condições 

operacionais do sistema CIP sob as quais cada tratamento foi conduzido. 

A quantificação da concentração de ozônio dissolvido na água foi realizada a partir do 

método iodométrico adaptado de Rakness et al. (1996). Esse método consiste em adicionar 50 

mL de água ozonizada a um Erlenmeyer contendo as soluções de 50 mL de solução de iodeto 

de potássio (Kl 2%) e 2,5 mL de ácido sulfúrico 0,05 mol/L (H2SO4). Em seguida, foi realizada 

a titulação utilizando tiossulfato de sódio (Na₂S₂O₃) na concentração de 0,01 mol/L. A 

concentração de ozônio gerada para a alimentação do sistema foi de 51,6 mg/L enquanto a 

concentração de ozônio dissolvido na água foi de 7,8 mg/L. 

O regime de escoamento do sistema CIP foi classificado com base no número de 

Reynolds (Tabela 3). O número de Reynolds foi obtido pela Equação 2, conforme descrito por 

Prabhukhot et al. (2024); Muthuraman; Palmer; Flint (2026). 

 𝑅𝑒 =  𝜌 𝜗 𝐷𝜇 =  𝜗 𝐷𝜂  
  (2) 

 

Em que,  
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Re: Número de Reynolds; 𝜗: velocidade hidrodinâmica (m/s);  

D: diâmetro da tubulação (m); 𝜌: densidade do fluido (kg/m³);  𝜇: viscosidade dinâmica (kg/(m·s)); 𝜂: viscosidade cinemática (m²/s).
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Tabela 3. Parâmetros de controle no sistema Clean in Place (CIP). As medidas apresentadas representam a média das quatro repetições 

independentes do experimento de ozonização. 

 

PARÂMETROS 

TRATAMENTOS 

T1 T2 T3 T4 T5 T6 

Vazão volumétrica (m³/h) 4,2 4,3 4,3 4,2 3,9 3,9 

Velocidade (m/s) 2,4 2,4 2,4 2,4 2,2 2,2 

Pressão no vaso de pressão (kgf/cm²) 1,3 1,4 1,3 1,3 1,1 1,1 

Temperatura inicial da água (ºC) 16 14 22 21 19 18 

Temperatura final da água (ºC) 25 28 30 33 27 30 

Reynolds 61503,20 ± 5781,83 

62852,77 ± 7656,10 

 

68895,43 ± 7592,86 

70460,59 ± 7536,57 

59700,09 ± 4084,00 

61342,55 ± 6324,53 

Fluxo Turbulento Turbulento Turbulento Turbulento Turbulento Turbulento 

T1: Água (20 min); T2: Água (30 min); T3: Hipoclorito de sódio (20 min); T4: Hipoclorito de sódio (30 min); T5: Água ozonizada (20 min); T6:Água ozonizada (30 min).  
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2.3.3 Quantificação das células aderidas nos corpos de prova 

 

Os segmentos expostos aos diferentes tratamentos no sistema CIP foram removidos para 

a realização das análises microbiológicas. Inicialmente, os corpos de prova linear e curvo foram 

preenchidos três vezes com solução salina a 0,85% (m/v), sendo a solução descartada para que 

as células planctônicas eventualmente presentes fossem removidas. Posteriormente, foram 

novamente preenchidos com a mesma solução salina (16,0 mL para o corpo de prova linear e 

28,0 mL para o corpo de prova curvo) e submetidos à sonicação na frequência de 42 kHz 

durante 30 min para a remoção das células aderidas. Em seguida, foram realizadas diluições 

seriadas em solução salina a 0,85% (m/v), seguidas de plaqueamento em superfície em meio 

Yeast Extract Peptone Dextrose (YPD) (extrato de levedura 1,0% (m/v); peptona 2% (m/v); 

glicose 2,0% (m/v); ágar bacteriológico 2,0% (m/v)). As placas foram incubadas a 25 °C por 5 

dias.  Após a incubação, foi realizada a contagem das colônias, sendo os resultados expressos 

em log (UFC/cm²).  

As amostras de fluido circulante também foram submetidas à análise microbiológica para 

quantificação de células planctônicas. Para tal, foi realizado o plaqueamento direto, sem 

diluições. Para a quantificação de bolores e leveduras, foi realizado o plaqueamento em 

superfície em Potato Dextrose Agar (PDA) acidificado com ácido tartárico a 10% (m/v), com 

o objetivo de reduzir o crescimento de bactérias interferentes. Após o plaqueamento, as placas 

foram incubadas a 25 °C por 5 a 7 dias. Em seguida, foi realizada a contagem das colônias, 

sendo os resultados expressos em log (UFC/mL).  

Todo o procedimento das análises microbiológicas foi realizado em condições assépticas 

em câmara de fluxo laminar vertical, modelo PCR FLV-1266/4 (Filterflux, Piracicaba, SP, 

Brasil). 

 

2.4 Delineamento experimental  

 

Para avaliar o potencial da água ozonizada nas operações de sanitização em sistemas CIP, 

para cada corpo de prova foi adotado um esquema fatorial (3S x 2T) + 2, correspondente a três 

sanitizantes (água, hipoclorito de sódio e água ozonizada), dois tempos de exposição (20 e 30 

min) e duas testemunhas (1 corpo de prova linear e 1 corpo de prova curvo), no delineamento 

em blocos casualizados com quatro repetições.  
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Foram realizados 7 tratamentos (Figura 2): dois tratamentos com circulação apenas de 

água, com temperatura inicial fixada em 15 °C, sendo um realizado por 20 min (T1) e o outro 

por 30 min (T2) utilizados como controle experimental; dois tratamentos com recirculação de 

hipoclorito de sódio (NaClO) dissolvido em água à temperatura ambiente, na concentração de 

1:400 (ppm) (SPARTAN DO BRASIL, 2023), utilizando o produto SANIT-CHLOR da 

Spartan, sendo um realizado por 20 min (T3) e o outro por 30 min (T4); dois tratamentos com 

circulação de água ozonizada na concentração de 7,8 mg/L, com temperatura inicial fixada em 

15 °C, sendo um realizado por 20 min (T5) e o outro por 30 min (T6); e  um tratamento (T7) 

utilizado como testemunha, constituído por corpos de prova contendo biofilme que não foram 

submetidos ao sistema CIP, sendo empregada para a determinação da contagem microbiológica 

inicial e como referência para o cálculo da redução microbiológica dos demais tratamentos 

 

 

Figura 2.  Esquema dos tratamentos experimentais empregados na avaliação da eficiência da 

sanitização em sistema CIP. 

 

2.4.1. Análise estatística  

 
Os dados foram submetidos à análise de variância (ANOVA) e as médias dos tratamentos 

foram comparadas pelo teste de Tukey, considerando-se um nível de significância de 5% (p ≤ 

0,05). Todas as análises estatísticas foram conduzidas utilizando o software SAEG, versão 9.1.  

Adicionalmente, foram conduzidas análises de regressão linear com o objetivo de avaliar 

a relação entre o tempo de exposição e a temperatura ao longo do processo. 
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3 RESULTADOS E DISCUSSÃO 

  

A Tabela 4 apresenta o resumo da Análise de Variância (ANOVA) para a variável 

resposta contagem de células aderidas do biofilme da levedura estudada, C. intermedia, 

expressa em log (UFC/cm²) nos corpos de prova linear e curvo (Tabela 4). Foram considerados 

os fatores experimentais avaliados no estudo, incluindo os efeitos dos tratamentos (água, 

hipoclorito de sódio e água ozonizada), do tempo de exposição (20 e 30 min), bem como as 

interações entre esses fatores, permitindo a identificação dos efeitos significativos sobre a 

variável resposta por meio do teste F. 

 

Tabela 4. Análise de variância (ANOVA) para a contagem de células aderidas do biofilme de 

C. intermedia (log UFC/cm²), em função dos tratamentos (água, hipoclorito de sódio e água 

ozonizada) e dos tempos de exposição, considerando os efeitos de blocos e a interação entre os 

fatores  

Fontes de 

Variação 

Graus de 

Liberdade 

Quadrado Médio 

(Corpo de prova Linear) 

Quadrado Médio 

(Corpo de prova Curvo) 

Blocos 3   

Tratamentos 

(TR) 

2 6,45* 5,99* 

Tempo de 

Exposição 

(TE) 

1 0,40NS 0,030NS 

TR*TE 2 0,73NS 0,19NS 

Resíduo 15 0,45 0,25 

¹Dados submetidos à transformação log(x+1) para análise estatística. Os valores apresentados correspondem às 

médias transformadas. 

* Significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. 

NS Não significativo a 5% de probabilidade pelo teste F. 

 

A análise de variância (ANOVA) apresentada na Tabela 4 demonstra que houve efeito 

significativo apenas para o fator tratamento (TR), ao nível de 5% de probabilidade. Esse 

resultado indica que os diferentes tratamentos aplicados (água, hipoclorito de sódio e água 

ozonizada) influenciaram de forma significativa a contagem de células aderidas de Candida 

intermedia, expressa em log (UFC/cm²) nos dois tipos de corpos de prova utilizados. Esse 
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resultado reforça a influência direta do tipo de agente sanitizante utilizado na eficiência da 

redução microbiológica no sistema de limpeza CIP.  

Por outro lado, o tipo de corpo de prova, o tempo de exposição e a interação entre 

tratamentos e tempo de exposição não apresentaram efeito significativo, indicando que essas 

fontes de variação não influenciaram de forma estatisticamente relevante a variável resposta 

nas condições avaliadas. Desta forma, os resultados demonstram que o desempenho dos 

tratamentos foi consistente nos diferentes períodos avaliados, indicando que sua eficiência 

relativa não dependeu do tempo de recirculação. Assim, o principal fator associado à redução 

da carga microbiana foi o tipo de tratamento aplicado, independentemente do tempo analisado. 

Em contrapartida, a literatura demonstra que o aumento do tempo de exposição ao 

ozônio pode potencializar a inativação de biofilmes. Em biofilmes de Listeria monocytogenes, 

Pseudomonas fluorescens e Staphylococcus aureus aderidos a superfícies de aço inoxidável, a 

aplicação de água ozonizada na concentração de 0,5mg/L, em sistema de fluxo contínuo e por 

tempos de exposição de 20 s a 20 min, promoveu reduções progressivas da viabilidade 

microbiana à medida que o tempo de contato aumentou (MARINO et al., 2018). Da mesma 

forma, em biofilmes de Bacillus amyloliquefaciens e Bacillus subtilis formados sobre cupons 

de aço inoxidável a aplicação de água ozonizada contendo 1,4 ppm de ozônio promoveu a 

completa inativação dos biofilmes após 150 e 270 s de exposição, respectivamente, 

evidenciando a influência do tempo sobre a eficácia do tratamento (TIWARI et al., 2017). 

Resultados semelhantes foram observados com a aplicação de ozônio gasoso na concentração 

de 50 ppm, em que exposições de longo prazo (1 e 6 h) promoveram reduções 

significativamente maiores na carga microbiana de biofilmes de Bacillus cereus e B. subtilis, 

formados sobre superfícies de aço inoxidável em comparação ao tratamento de curto prazo (10 

min) (CATANIA et al., 2025). 

Assim, embora diversos estudos demonstrem que o aumento do tempo de exposição 

favorece a inativação de biofilmes, esse comportamento não foi observado nas condições 

experimentais avaliadas no presente trabalho. Uma possível explicação é que a diferença entre 

os tempos de exposição avaliados (20 e 30 min) não tenha sido suficiente para promover 

diferenças detectáveis na remoção das células aderidas, uma vez que ambos os períodos podem 

ter proporcionado efeito sanitizante semelhante. Contudo, essa hipótese não exclui a influência 

das características relacionadas ao sistema de ozonização, incluindo concentração de ozônio, 

temperatura empregada e sua cinética em meio aquoso, que podem influenciar a disponibilidade 

e a eficácia do agente oxidante. 



24 
 

 

Em relação ao tipo de corpo de prova, a literatura relata que regiões curvas podem 

representar pontos críticos em sistemas de limpeza CIP, uma vez que alterações na geometria 

da tubulação modificam o padrão de escoamento, promovendo distribuição não uniforme das 

velocidades e das tensões de cisalhamento na parede, o que pode comprometer a remoção de 

biofilmes quando comparadas a tubulações retilíneas (LI et al., 2019). Evidências 

experimentais corroboram essa hipótese, uma vez que Silva et al. (2024) e De Andrade et al. 

(2009) verificaram maior eficiência de sanitização em tubos cilíndricos retos quando 

comparados a cotovelos de 90°, para biofilmes de Listeria spp. e Pseudomonas aeruginosa, 

respectivamente.  

No presente estudo, entretanto, não foi observado efeito significativo (p > 0,05) do tipo 

de corpo de prova sobre a redução de C. intermedia. Esse resultado sugere que, nas condições 

experimentais avaliadas, a geometria dos corpos de prova não constituiu um fator determinante 

para a eficácia da sanitização. Considerando que o sistema operou sob regime de escoamento 

turbulento (Tabela 3), é possível que as condições hidrodinâmicas tenham reduzido a influência 

da geometria sobre a distribuição das soluções ao longo da tubulação, tornando semelhantes as 

condições de contato entre as soluções empregadas e a superfície dos corpos de prova. 

Consequentemente, eventuais diferenças de velocidade e tensão de cisalhamento entre as 

geometrias avaliadas podem não ter sido suficientes para produzir diferenças detectáveis na 

remoção das células aderidas. 

A Tabela 5 apresenta os valores médios da redução da contagem de células aderidas do 

biofilme de C. intermedia obtidos em função da aplicação dos diferentes tratamentos 

sanitizantes avaliados nos corpos de prova linear e curvo, permitindo a comparação do 

desempenho de cada tratamento quanto à redução da carga microbiana. As médias foram 

comparadas pelo teste de Tukey, ao nível de 5% de significância (p ≤ 0,05).                                    
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Tabela 5. Redução da contagem de células aderidas do biofilme de C. intermedia em função 

dos tratamentos (água, água ozonizada e hipoclorito de sódio), considerando os corpos de prova 

linear e curvo, em relação à contagem inicial do inóculo.                                                                                         

Tratamentos Corpos de prova 

Linear (log (UFC/cm²)) Curvo (log(UFC/cm²)) 

Água 2,57¹ A 2,62¹ A 

Água ozonizada 2,72¹ A 3,57¹ B 

Hipoclorito de sódio 4,19¹ B 4,35¹ C 

As médias seguidas de pelo menos uma mesma letra não difere entre si ao nível de 5% de probabilidade pelo teste 

de Tukey. 

¹ Dados transformados em log(x+1)                          

 

A população inicial do biofilme de C. intermedia aderida aos corpos de prova, determinada 

por meio do tratamento T7, utilizado como referência para o cálculo da redução microbiológica, 

foi de 5,56 log UFC/cm² no corpo de prova linear e de 5,48 log UFC/cm² no corpo de prova 

curvo.  

Os resultados apresentados na Tabela 5 demonstraram que o tratamento realizado com 

hipoclorito de sódio foi o mais eficiente na redução da carga microbiana de C. intermedia em 

ambos os corpos de prova conforme indicado pelo teste de Tukey a 5% de significância. No 

corpo de prova linear, o hipoclorito de sódio promoveu redução de 4,19 log UFC/cm², diferindo 

estatisticamente dos tratamentos com água e água ozonizada, que não apresentaram diferença 

entre si e resultaram em reduções de 2,57 e 2,72 log UFC/cm², respectivamente. Já no corpo de 

prova curvo, todos os tratamentos diferiram estatisticamente, sendo observadas reduções da 

carga microbiana de 4,35 log UFC/cm² para o hipoclorito de sódio, 3,57 log UFC/cm² para a 

água ozonizada e 2,62 log UFC/cm² para a água. Em comparação ao tratamento com água, a 

água ozonizada promoveu reduções de 0,15 log UFC/cm² no corpo de prova linear e de 0,95 

log UFC/cm² no corpo de prova curvo, enquanto o hipoclorito de sódio apresentou reduções de 

1,62 no corpo de prova linear e 1,72 log UFC/cm² no corpo de prova curvo. 

O tratamento de lavagem apenas com água promoveu redução da carga microbiana em 

2,47 e 2,52 log (UFC/cm²) para os corpos de prova linear e curvo, respectivamente. Essa 

redução pode ser atribuída à ação mecânica promovida pelo fluxo da água, que contribuiu para 

a remoção parcial dos microrganismos aderidos às superfícies das tubulações. Resultados 

semelhantes foram relatados por Lee; Kim; Oh, (2020), que observaram reduções entre 2,3 e 

4,0 log (UFC/cm²) de B. cereus inoculados em chips de aço inoxidável após lavagem com água. 
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De forma semelhante, Englezos et al. (2019) verificaram que a lavagem de tubulações com 

água promoveu redução das populações de leveduras e bactérias, variando entre 0,7 e 3,8 log 

(UFC/mL). Além disso, outro estudo relatou que a água foi capaz de reduzir aproximadamente 

1 log na contagem de biofilmes formados por Pseudomonas lundensis e Pseudomonas cedrina 

(MUTHURAMAN; PALMER; FLINT, 2026). Em conjunto, esses resultados reforçam que, 

embora a lavagem com água promova a remoção física de células fracamente aderidas, essa 

etapa isoladamente não é suficiente para eliminação completa dos biofilmes, evidenciando a 

necessidade da aplicação complementar de agentes sanitizantes para garantir maior eficiência 

microbiológica no processo de higienização.  

O hipoclorito de sódio (NaClO) consolida-se como um dos sanitizantes mais utilizados 

na indústria de alimentos devido à sua ação rápida, facilidade de aplicação e elevada capacidade 

oxidante (MARGALHO et al., 2025; MO et al., 2024). Como agente oxidante ativo, o cloro 

atua diretamente na destruição da atividade proteica celular, comprometendo a viabilidade 

microbiana (MOGOTSI et al., 2014; VAN HOUDT; MICHIELS, 2010). Esse dano estrutural 

ocorre por meio da inibição de enzimas-chave vitais, o que desencadeia um estresse oxidativo 

deletério no interior da célula (LEE; KIM; OH, 2020). A eficiência do NaClO é amplamente 

documentada na desinfecção de superfícies industriais. Estudos conduzidos em sistemas CIP 

convencionais e simulados mostram reduções de 1,8 log em biofilmes mistos de Listeria 

innocua e Escherichia coli (GHEVARIYA; SALVI, 2025), além da erradicação completa de 

células viáveis de Candida albicans e outras bactérias em superfícies de aço inoxidável 

(AVILA-SIERRA et al., 2021; DAHLAN et al., 2011). 

Apesar desse histórico de amplo espectro, os resultados do presente estudo revelaram 

limitação, uma vez que nenhum dos tratamentos (hipoclorito de sódio, água ozonizada, 

tratamento controle com água) foi capaz de promover a completa inativação do biofilme de C. 

intermedia. Essa resistência está alinhada com os achados de Margalho et al. (2025), que 

demonstraram que esporos fúngicos de C. intermedia exibiram tolerância ao cloro em 

concentrações de 0,0125 e 0,05 mg/L. Complementarmente, Ilknur, Yasemin e Nuri (2012) não 

observaram remoção completa de biofilmes de Candida spp. após a aplicação de sanitizantes à 

base de cloro. Esses achados evidenciam que a eficácia do hipoclorito de sódio é dependente 

da espécie microbiana, do tempo de contato, da concentração e da força mecânica do 

escoamento.  

A água ozonizada apresenta um potencial antimicrobiano, podendo ser utilizada como 

uma ferramenta promissora no controle de biofilmes em sistemas de limpeza CIP na indústria 

de alimentos (MARINO et al., 2018). Essa ação biocida tem se mostrado eficaz mesmo em 
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baixas concentrações contra espécies de bactérias, fungos filamentosos, leveduras e vírus 

(ENGLEZOS et al., 2019). Em ensaios in vitro, a água ozonizada promoveu elevadas taxas de 

mortalidade para patógenos como E. coli, P. aeruginosa, S. aureus, Enterococcus faecalis e C. 

albicans, devido ao seu mecanismo oxidativo sobre as membranas celulares (DOS SANTOS et 

al., 2021). Sua eficiência está intimamente ligada à sua característica oxidante, sendo capaz de 

degradar não apenas os componentes celulares sésseis, mas também a matriz de substâncias 

poliméricas extracelulares (EPS), responsável pela proteção estrutural do biofilme (TIRPANCI 

SIVRI et al., 2023). 

Essa capacidade de desestruturação pode ser observada em estudos conduzidos em 

superfícies de aço inoxidável. Sob condições dinâmicas, o ozônio aquoso promoveu reduções 

superiores a 3 log (UFC/mL) para S. aureus, P. fluorescens e L. monocytogenes em curtos 

períodos de exposição (MARINO et al., 2018), além de reduzir populações bacterianas e 

fúngicas a níveis indetectáveis após 30 min de exposição (ENGLEZOS et al., 2019). No cenário 

industrial, sua viabilidade foi demonstrada tanto na redução da carga microbiana em sistemas 

CIP de máquinas de engarrafamento de vinho (ENGLEZOS et al., 2019) quanto na eliminação 

completa de biofilmes de Pseudomonas spp. em sistemas CIP em escala piloto (TIRPANCI 

SIVRI et al., 2023). Esses dados reforçam que a sanitização atua como uma etapa complementar 

indispensável no sistema de limpeza CIP, uma vez que as etapas de limpeza avaliadas 

isoladamente falham em remover as células mais aderidas (TIRPANCI SIVRI et al., 2023). 

Por outro lado, é possível observar na literatura que a eficiência do ozônio é fortemente 

dependente do tempo de contato e da concentração empregada (TIRPANCI SIVRI et al., 2023). 

Avila Sierra et al. (2021) não verificaram diferenças significativas na remoção de biofilmes de 

Pseudomonas putida e L. innocua ao comparar formulações alcalinas puras com aquelas 

associadas ao ozônio. Essas divergências metodológicas e a ausência de dados específicos sobre 

a resistência de células em biofilmes de C. intermedia evidenciam que a eficácia antimicrobiana 

varia conforme a espécie e a maturidade do biofilme.  

A Figura 3 apresenta a relação entre o tempo de duração dos tratamentos (min) e a 

temperatura (°C) durante todo o processo de sanitização, abrangendo os três tipos de 

sanitizantes utilizados: água, hipoclorito de sódio e água ozonizada. 
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Figura 3. Correlação linear entre tempo de duração dos tratamentos (min) e a temperatura (°C) 

para os tratamentos com água, hipoclorito de sódio e água ozonizada. A: Tratamento com água 

no tempo de 30 min; B: Tratamento com água no tempo de 20 min; C: Tratamento com 

hipoclorito de sódio no tempo de 30 min; D: Tratamento com hipoclorito de sódio no tempo de 

20 min; E: Tratamento com água ozonizada no tempo de 20 min; F: Tratamento com água 

ozonizada no tempo de 30 minutos. 

 

Os resultados apresentados nas Figuras 3A-F demonstraram uma correlação linear 

positiva entre o tempo de tratamento e a temperatura ao longo do processo, independentemente 

da condição avaliada. Em todos os casos, observa-se um aumento progressivo da temperatura 

com o avanço do tempo, evidenciando um comportamento consistente de aquecimento durante 

a recirculação. 

Embora o ozônio apresente reconhecido potencial antimicrobiano, os resultados obtidos 

neste estudo demonstraram que, nas condições avaliadas, a água ozonizada não promoveu 

redução microbiana adicional em relação ao hipoclorito de sódio. Esse comportamento está 
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diretamente associado à instabilidade termodinâmica do ozônio no sistema, uma vez que sua 

eficácia depende da concentração, do tempo de contato e das variáveis físico-químicas do meio. 

A literatura demonstra que temperaturas mais elevadas reduzem a solubilidade do gás ozônio 

em soluções aquosas, limitando sua disponibilidade como agente oxidante (VICARIA et al., 

2016). Sob essa ótica, Epelle et al. (2022) verificaram que a redução da temperatura favorece 

tanto a produção quanto a estabilidade do ozônio dissolvido em água, devido à maior 

estabilidade de ressonância da molécula em condições de menor energia térmica. Em 

contrapartida, o aquecimento do sistema eleva sua reatividade e acelera sua decomposição. 

Ensaios complementares corroboram que menores temperaturas são favoráveis para alcançar 

maiores concentrações iniciais de ozônio e prolongar seu tempo de meia vida em solução (DOS 

SANTOS et al., 2021; ZIYAINA; RASCO, 2021). 

Nesse contexto, a elevação da temperatura observada durante os tratamentos com água 

ozonizada, de aproximadamente 8 ± 0,82 °C no tratamento de 20 min (Figura 3E) e 13 ± 1,18 

°C no tratamento de 30 min (Figura 3F), pode ter comprometido a estabilidade do ozônio e, 

consequentemente, reduzido sua eficiência durante o processo. Além disso, deve-se levar em 

consideração que o presente estudo investigou isoladamente a etapa sanitizante do processo 

CIP. Essa abordagem difere de protocolos industriais convencionais, como aqueles descritos na 

literatura, que utilizam ciclos completos compostos por etapas prévias de limpeza alcalina e 

ácida (ENGLEZOS et al., 2019; TIRPANCI SIVRI et al., 2023). Essas fases preliminares são 

quimicamente projetadas para a remoção de resíduos orgânicos complexos, como proteínas e 

gorduras, bem como para a dissolução de depósitos minerais incrustantes (GHEVARIYA; 

SALVI, 2025). Dessa forma, a ausência dessas etapas de lavagem prévias pode ter favorecido 

a permanência de biofilme aderido às superfícies das tubulações.  

Nas condições avaliadas neste estudo, o hipoclorito de sódio apresentou maior eficácia 

na inativação de C. intermedia, evidenciando que as limitações de estabilidade e de 

decomposição do ozônio podem comprometer sua eficiência microbiológica quando aplicado 

de forma isolada e sem o controle rigoroso das variáveis operacionais do sistema de limpeza. 

A Tabela 6 apresenta a contagem de bolores e leveduras na água de recirculação 

coletada após a aplicação dos tratamentos com água, hipoclorito de sódio e água ozonizada, 

considerando os dois tempos de recirculação avaliados (20 e 30 min). 
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Tabela 6 – Contagem de bolores e leveduras na água de recirculação após os tratamentos com 

água, hipoclorito de sódio e água ozonizada 

Tratamentos Contagem de bolores e 

leveduras (log UFC/mL) 

Água 1,78 

Hipoclorito de sódio 1,60 

Água ozonizada 1,48 

 

No presente trabalho, os dados apresentados na Tabela 6 indicam que a contagem de 

bolores e leveduras na água de recirculação do sistema CIP apresentou redução de 0,30 log 

UFC/mL para o tratamento com água ozonizada e de 0,18 log UFC/mL para o tratamento com 

hipoclorito de sódio, em comparação ao tratamento com água. Embora nenhuma das condições 

tenha promovido a eliminação completa das células planctônicas, a água ozonizada apresentou 

a menor contagem microbiana, reforçando seu potencial biocida frente a bolores e leveduras. 

Esse comportamento pode estar associado à sensibilidade de células planctônicas à ação do 

ozônio, especialmente em microrganismos de vida livre, para os quais são descritas reduções 

consideráveis em curtos períodos de exposição.  

Nesse contexto, Cabo et al. (2009) relataram efeito máximo do ozônio após 

aproximadamente 15 min de contato sobre células de S. aureus aderidas a superfícies de 

polipropileno. De forma semelhante, Silva et al. (2024) relataram redução total de L. innocua 

e P. putida na água residual de limpeza a 40 °C. Além disso, estudos demonstraram elevada 

suscetibilidade de células planctônicas de L. monocytogenes ao ozônio, com eliminação 

completa das células inoculadas em chips de aço inoxidável submetidos a baixas concentrações 

de ozônio gasoso (0,25 a 1,00 ppm) (ROBBINS et al., 2005). Reduções também foram 

observadas após 10 e 30 min de exposição ao ozônio gasoso, com inativação total das células 

após 6 h de contato (PANEBIANCO et al., 2021). 

Em conjunto, esses achados reforçam a elevada eficiência do ozônio na inativação de 

células planctônicas. Entretanto, tal comportamento difere do observado no presente estudo, no 

qual as reduções microbianas foram discretas nas condições operacionais avaliadas. Essa 

diferença pode estar relacionada a fatores como o tempo de contato do sanitizante, à 

concentração de ozônio empregada, às características da matriz avaliada e à influência das 

etapas prévias de limpeza sobre a carga microbiana presente no sistema.  
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4 CONCLUSÃO 

 

Os achados deste estudo demonstram que nenhum dos tratamentos avaliados foi capaz de 

eliminar completamente o biofilme de C. intermedia nas superfícies de aço inoxidável do 

sistema CIP. Observou-se, ainda, que o hipoclorito de sódio apresentou maior eficácia na 

redução da carga microbiana quando comparado à água ozonizada e ao controle com água. Nas 

condições experimentais testadas, não foi verificada influência significativa do tempo de 

exposição nem da geometria dos corpos de prova sobre os resultados obtidos, indicando que 

esses fatores não alteraram de forma relevante a eficiência dos tratamentos avaliados. 

 Apesar disso, a incorporação do ozônio como etapa complementar de sanitização 

promoveu redução da carga microbiana de C. intermedia em relação ao controle, reforçando 

seu potencial como estratégia adicional em sistemas CIP, contribuindo para o aprimoramento 

dos processos de limpeza, a redução da dependência de compostos clorados e não 

biodegradáveis e o fortalecimento do controle microbiológico na indústria de alimentos. 

Contudo, a menor eficiência da água ozonizada pode estar associada à instabilidade do ozônio 

frente à elevação de temperatura observada durante a recirculação, uma vez que temperaturas 

mais altas aceleram a decomposição do ozônio e reduzem sua disponibilidade como agente 

oxidante. Adicionalmente, a ausência das etapas prévias de limpeza alcalina e ácida, 

características dos protocolos CIP completos, pode ter favorecido a permanência de resíduos 

orgânicos que comprometeram a eficiência do tratamento. 

Sob a perspectiva da indústria de sucos, este estudo fornece informações relevantes sobre 

a aplicação da água ozonizada em sistemas CIP, demonstrando seu potencial como uma 

estratégia complementar de sanitização. Embora, nas condições avaliadas, o hipoclorito de 

sódio tenha apresentado maior eficiência microbiológica, os resultados obtidos indicam que a 

água ozonizada representa uma alternativa promissora para complementar os processos de 

higienização. Além disso, este trabalho fornece subsídios técnicos para o desenvolvimento e a 

otimização de tecnologias de sanitização aplicadas à indústria de sucos, contribuindo para a 

avaliação de novas estratégias de controle microbiológico em equipamentos e tubulações e para 

futuras aplicações dessa tecnologia em condições industriais. 

Para trabalhos futuros, recomenda-se a avaliação de sistemas de limpeza CIP com a 

utilização de água ozonizada sob temperaturas controladas e mais baixas, a fim de manter a 

estabilidade e o poder biocida do ozônio, bem como a inclusão das etapas prévias de limpeza 

no protocolo CIP, contemplando um ciclo completo de higienização. 
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