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} RESUMO

O ozoénio é um gas que apresenta diversas aplicabilidades e por isso, vem sendo
amplamente investigado nas areas de pesquisa em saude. Sua inser¢ao em meios
liquidos para finalidades de descontaminacdo ja ¢ bem documentada, e com isso,
surge o interesse de sua aplicabilidade em ambitos de saude que envolvem tanto
tratamentos como também esterilizacao de componentes. Neste sentido, o uso da
agua ozonizada pode favorecer diferentes areas, porém como trata-se de um gas
instavel, seu processo de degradacao em meio liquido sofre influéncia de varios
fatores ambientais que dificultam a padronizacao da concentracao de interesse.
Sendo assim, o objetivo deste estudo foi avaliar o nivel de degradacao do gas, apos o
processo de ozonizacao de dois diferentes tipos de agua, em diferentes periodos de
tempo. Para o processo de ozoniza¢ao da agua (destilada e bidestilada) foi utilizado
o equipamento Ozion - IBRAMED. A ozonizagao foi realizada para 500 mL
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com um tempo de 2,56 min e concentracio de 20 ug/ml.. Os resultados obtidos
demonstraram que na agua destilada a concentragao inicial apds a ozonizagao
apresentou-se minimamente acima da concentracao de interesse. O processo de
degradacao do gas apresentou-se similar em ambos os tipos de agua avaliados
permanecendo em aproximadamente metade da concentracao inicial apds o periodo
de 30 min. Com isso, foi possivel concluir que o O3 ¢é soluvel nos dois tipos de agua
utilizados, porém sua degradacao ocorre de maneira rapida e tempo dependente.

Palavras Chaves: Ozo6nio, agua destilada, agua bidestilada, processo de degradacao

} ABSTRACT

Ozone is a gas that has several applications and, therefore, has been widely investigated in health
research areas. 1ts insertion in lignid media for decontamination purposes is already well documented,
and with that, the interest in its applicability in health areas that involves both treatments and sterili-
zation of components arises. In this sense, the use of ogonized water can favor different areas, but as
it is an unstable gas, its degradation process in liguid medinm is influenced by several environmental
factors that matke it difficult to standardize the concentration of interest. Therefore, the objective of
this study was to evalnate the level of gas degradation, after the ogonation process of two different
types of water, in different periods of time. For the water ogonigation process (distilled and donble-
-distilled) the Ozion - IBRAMED was used. Ozonation was performed for 500 mL. with a time
of 2.56 min and a concentration of 20 ug/ml_. The results obtained showed that in distilled water
the initial concentration after oonation was minimally above the concentration of interest. The gas
degradation process was similar in both types of water evaluated, remaining at approximately half of
the initial concentration after a period of 30 min. Thus, it was possible to conclude that O3 is soluble
in both types of water used, but its degradation occurs quickly and time-dependentl.

Keywords: Ozone, distilled water, bidestilated water, degradation process

} INTRODUCAO

Ozoénio (O,) € um gas incolor quando em estado gasoso e possui
coloracao azul quando em estado liquido, de odor caracteristico, composto
por trés atomos de oxigénio em uma estrutura dinamicamente instavel
devido a presenca de estados mesoméricos. Sua formacao ocorre pela
ruptura do oxigénio puro através de exposicao a uma descarga elétrica,
gerando uma conformacao tri atdbmica com caréncia eletronica em seu
balanceamento quimico, conferindo suas propriedades oxidativas. Embora
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seja muito util na atmosfera por ajudar a absorver os raios ultravioletas,
efeitos toxicos sao relatados quando em contato direto ao sistema
respiratorio por inalacao. Entretanto, sua instabilidade permite uma rapida
decomposicao em oxigénio tornando-se um eficiente agente oxidante para
combater microorganismos (1-8)

Os mecanismos de agao do O, sao sustentados por uma interagao direta
na membrana celular mediante afinidade pelo acido graxo poliinsaturado
que desencadeia o aumento do estresse oxidativo com ativagao também dos
produtos anti-oxidantes, ou em alguns casos, de subprodutos (perdxido de
hidrogénio, 6xido nitrico, radical hidroxila, entre outros) que se formam
apos contato com as biomoléculas (2,9,10). Mediante tais eventos, o O,
pode ser utilizado para acdes antimicrobianas por sua capacidade de romper
as membranas celulares e combater diretamente os microorganismos,
mas também pode atuar estimulando vias imunoldgicas mais especificas,
proporcionando alguns beneficios a saude (9,11-18).

Uma aplicacio emergente e com bons relatos é a capacidade de
ozoniza¢ao da agua, que pode ser destinado tanto ao tratamento € o
controle de pureza, relacionado a area ambiental e biosseguranca, quanto
para esterilizacao de objetos e limpeza de regioes teciduais infectadas. A
capacidade de dissolu¢ao do O, em meios fluidos ¢ alta, sendo considerada
10 vezes mais soluvel em agua do que o proprio oxigénio, porém deve-se
levar em consideracao sempre a temperatura e também a qualidade do meio,
pois no caso da dgua por exemplo, impurezas organicas e/ou inorganicas
ou até mesmo altas temperaturas, podem provocar alteracoes no potencial
de hidrogénio (PH) e entao desencadear sua decomposicao (2,6). Outros
aspectos a serem levados em considera¢ao quando o intuito ¢ utilizar agua
ozonizada, ¢ a meia-vida do ozonio nestas condicoes, que ¢ mais baixa
do que quando em estado gasoso, porém ainda nao ha um consenso na
literatura sobre como esta degradagao ocorre e qual o tempo que o O,
consegue permanecer estavel em diferentes tipos de agua. Sendo assim, o
objetivo deste estudo fo1 verificar o comportamento da degradacao do gas
ap6s a ozonizacao da agua mantendo-se na mesma temperatura, porém
em dois diferentes tipos de agua (agua destilada e agua bidestilada).
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} METODOLOGIA

Local do estudo

O estudo for realizado pelo Instituto Inspirar mediante parceria
estabelecida previamente com a Industria brasileira de equipamentos médicos
- IBRAMED. Para este estudo, o equipamento utilizado fo1 o Ozion (registro
da ANVISA - 10360319022), desenvolvido e fabricado pela IBRAMED.

} MATERIAIS E METODOS

Para a identificacao da estabilidade apos processo de ozonizacao de
liquidos e a determinacao do processo de degradacao do gas, dois tipos de
agua foram utilizados, agua destilada e agua bidestilada. A concentracao
de ozo6nio desejada no liquido foi determinada em 20 ug/ml. para 500
ml. de agua. Para a ozonizacao foi utilizado o protocolo programado
para ozonizacao de agua presente no equipamento Ozion, que realiza o
calculo do tempo automaticamente, sendo para a quantidade utilizada em
volume de agua (500 mL) necessarios 2,56 min de exposicao do gas na
concentracao de interesse determinada para este estudo.

Geracao de Ozoénio

A producao do O, foi obtida pelo método de borbulhamento através da
emissao de O, puro com vazao de aproximadamente 110 ml/min, utilizando o
equipamento (Ozion—IBRAMED) atravésdeum cilindro de oxigénio medicinal
(Horto OXI gases, concentracao~99,5%, REMAN industria e comércio de
equipamentos LTDa, Campinas-SP) gerando ao final uma concentracao de
90ug/mL de O,. Para o experimento foi padronizado o volume de 500mL de
agua (destilada ou biodestilada) no método borbulhamento continuo a uma
mistura de gas oxigenio/ozonio (O,/ O,) com tempo de exposicao de até 2,56
min para cada frasco de agua utilizado.
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Analise da concentracdo de 0z6nio em agua

Para analise da concentra¢io de O, em meio liquido, foi utilizado
o método de coloracao oxidativa de N,N'-dietil-p-fenilediamina (DPD)
mediante reacao de fenton, sendo os resultados expressos em ppm (partes
por milhdo) ou miligramas por litro (mg/L) de O,. A cada perfodo de
tempo avaliado, 1ml. de agua ozonizada for diluido em 9mlL de agua
controle (destilada ou biodestilada) e em seguida adicionado o contetido
de 0,15 g do reagente (ozone reagente — Hanna Instruments (HI93757-
01). Em seguida realizou-se a leitura da concentracao em 415 nm de
absorbancia utilizando o equipamento colorimetro compativel (HKMS-
101). Ap6s a mensuracao de cada amostra, o valor obtido foi inserido na
férmula descrita abaixo para a obtencao do valor da concentracao. Para o
calculo foi considerado ainda o fator da diluicao e fator de conversao do
gas estabelecido pelo gerador do equipamento:

VALOR COLORIMETRO x 10mL x 4,15
= CONCENTRACAO (ug/mL)

Analise estatistica

Os dados obtidos foram expressos considerando a média dos valores
de concentracao adquiridos para cada periodo de tempo avaliado. Para cada
periodo avaliado, trés amostras distintas de agua foram coletadas gerando
tres valores representativos para cada tempo.

Resultados

Os resultados referentes a degradacao do ozonio estao representados
em valores de média e demonstraram similaridade na comparacao dos dois
tipos de agua. A primeira coleta de amostra apos o processo de ozonizagao,
considerada como o tempo 0, demonstrou diferencas entre os valores de
concentragdo de O, obtidos, em que a 4gua destilada apresentou 25 ug/mlL,
o que pode predizer uma boa solubilidade do gas neste tipo de meio, e a
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agua bidestilada 17,9 ug/ml., proximo ao valor de interesse. Nos periodos
de tempo subsequentes a degradagao do O, observada também ocorreu
de maneira similar, porém decaindo mais rapidamente na agua bidestilada
com valores de média abaixo de 10 ug/ml. ap6s 30 min. J4 na 4dgua
destilada somente apds 90 min foi observado que a média da concentragio
permaneceu proximo a 10 ug/ml., ou seja, metade da concentracio inicial,
sendo estes valores mantidos até o periodo de 360 min.

Figura 1. — Grafico representativo da média de concentragao de O, obtido
em agua bidestilada e agua destilada nos periodos de tempo entre 0 a 360 min.

} DISCUSSAO

As possibilidades de utilizagcao de ozonio inserido em agua para terapias
complementares vem ganhando espaco dentre a vasta possibilidade de
aplicacao advinda de O, porém a estabiliza¢ao de sua concentragao em um
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determinado volume de liquido ainda necessita de diversas padronizacoes,
uma vez que variacoes do meio podem desencadear rapida degradacao
deste gas (19). Com isso, o objetivo deste estudo foi avaliar o tempo de
degradaciao do gas apos a ozonizagao com 20ug/mL de O, em 500mL de
duas diferentes condi¢coes de agua (destilada e bidestilada).

Os achados deste estudo mostram que o tipo de agua nao interfere
significativamente na concentracao atingida no meio bem como em sua
estabilidade. Relatos prévios da literatura apontam que a estabilidade do
ozonio depende em grande parte da matriz hidrica, da temperatura, do PH
e tipo de agua utilizada. Além disso, produtos de sua degradacao devem ser
levados em consideragao, uma vez que a produgao aumentada de H,O, pode
promover efeitos toxicos dependendo da indicagao terapéutica (20,21).

Zainuddin et al.,, 2017 (22) aponta que a concentracao de 0zOnio
inserida em 4gua de uso geral foi de 20 mg/L. nos primeiros 10 minutos
com o método de borbulhamento. De Paula et al., 2021 evidenciaram que
o tempo de ozonizacao para 500 ml de agua (para injecao estéril) com
concentragio de O a 56 mg/L e temperatura entre 19°C e 30°C ¢é de 15
minutos, tempo considerado relativamente maior do que o necessario para
o protocolo do equipamento utilizado neste estudo. Além disso, os autores
apontam que a alta taxa de degradacao do O, em meio aquoso dificulta a
padronizacao das doses pois é dependente da especificidade da agua a ser
utilizada. Yang etal., 2019 (23) investigaram uma cinética de decomposi¢ao
e demonstraram que o aumento da degradagao de O, ocorreu de acordo
com o aumento do PH e da quantidade de ions inorganicos presentes
no meio. Para fins terapeuticos, a concentracao de O, considerada ideal
encontra-se entre 20-40 ug/ml.,, portanto além da padronizacio da
concentracao o conhecimento sobre o tempo de degradacao torna-se uma
variavel importante para atingir os fins desejados.

Diferentes métodos de producao e vias de administracdo sao
reportados quando se trata do uso de O, para fins ambientais e para saude.
Cabe ressaltar que a meia vida do O, é maior em estado gasoso do que
em solucao aquosa, entao o maior desafio para sua insercao em solucao

-7-
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aquosa ¢ sua instabilidade e rapida degradagao. Contudo, existe uma grande
dificuldade em estabelecer cientificamente quais os melhores parametros
e condicOes para ozonizar a agua para fins terapéuticos, pois existe uma
grande diversidade de protocolos, com diferentes meios, concentracoes
e condi¢coes sendo avaliados. Devido a isso, estudos futuros que visam
a padronizacao desta técnica ainda sao necessarios para determinar os
melhores protocolos. Informacoes a respeito de sua decomposicao vem
sendo exploradas, pois devido ao seu tempo de meia vida descrito de
40 min em uma temperatura de 20°C, seu uso ¢ indicado logo apds sua
insercao em meio liquido, nao sendo interessante fazer longos periodos
de armazenamento (2). No ambito terapéutico, autores investigam a
aplicacao deste método de ozonizacao como tratamento e relatam que
a utilizacdo de agua e 6leo vegetal ozonizado ¢é capaz de auxiliar os
mecanismos celulares envolvidos na cicatrizacao de feridas diabéticas
(24,25). No aspecto ambiental, relatos positivos também sao encontrados
com resultados direcionados a descontaminacao da agua pela capacidade

do ozonio em combater tipos diferentes de microorganismos e cepas
bacterianas (12,13,19).

Diante do exposto, fica evidente que a ozonizagdo da agua possul
caracteristicas interessantes para ser utilizada em descontaminacao de poluente,
combate de microorganismos e também para fins terapéuticos. Entretanto,
com os relatos prévios encontrados na literatura, cuidados para sua producao
sa0 necessarios, como conhecimento a respeito do meio aquoso a ser
ozonizado e controle de suas possivels variaveis. Além disso, protocolos vém
sendo investigados afim de determinar o tempo necessario para atingir uma
concentracao adequada para cada tipo de meio aquoso de interesse. Nosso
estudo aponta que variaveis do meio utilizado, como tipo de agua (destilada
e bidestilada) nao interferem significativamente na inducao da concentracao
de interesse, sendo também o tempo de degradacao deste gas similar apds o
periodo de ozonizacao. Adicionalmente, a partir desta avaliagao foi possivel
observar que o processo de degradacao do gas é tempo dependente quando
em temperatura ambiente, independentemente do tipo de agua utilizado.
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} CONCLUSAO

Para a ozoniza¢ao de meios liquidos, tanto a agua destilada como a
bidestilada apresentam-se como boas alternativas, uma vez que atinge a
concentracao desejada e determinada no display do equipamento. Cabe
ressaltar que para 1sso, ¢ necessario um tempo de exposicao que ja esta
estabelecido e calculado automaticamente pelo equipamento utilizado, o
que facilita o processo. Em relacao a degradacao do gas, apos o periodo de
ozonizac¢ao, uma instabilidade foi observada, pois houve um decaimento
progressivo e constante da concentracao até o periodo de 30 min para
a agua bidestilada e de até 90 min para a agua destilada, permanecendo
apo6s 1sso, com aproximadamente metade da concentracao de interesse,
ou seja 10 ug/mL. Sendo assim, é possivel concluir que o O, apresenta
instabilidade quando em meio liquido sendo seu uso recomendado logo
apOs 0 seu processo de 0zonizagao paragarantira concentracao previamente
estabelecida e adequada para o tratamento.
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