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RESUMO 
 
O uso da ozonioterapia tem sido uma prática crescente nas diversas áreas da saúde, 
principalmente devido sua promissora ação imunomoduladora e antimicrobiana. No 
entanto, por se tratar de uma molécula instável, um dos maiores desafios no trabalho 
com a ozonioterapia é o tempo clínico e o armazenamento, uma vez que sua eficácia 
apresenta uma curva de redução imediatamente após sua produção. Buscando 
encontrar uma forma eficaz de armazenar o ozônio preservando suas propriedades 
desejáveis, este estudo foi desenvolvido com o objetivo de avaliar, in vitro, a atividade 
antimicrobiana de água ozonizada recém-produzida (fresca) e congelada em 
diferentes temperaturas sobre o biofilme de Enterococcus faecalis. Para isso, o estudo 
incluiu 4 grupos experimentais, os quais foram divididos de acordo com o tratamento, 
da seguinte forma: grupo Controle, incluindo água bidestilada estéril (n=9); grupo 3µg, 
incluindo água ozonizada fresca na concentração de 3 µg/ml (n=9); grupo 3µg -20°C, 
incluindo água ozonizada na concentração de 3 µg/ml armazenada em freezer a -20°C 
(n=9); e grupo 3µg -80°C, incluindo água ozonizada na concentração de 3 µg/ml 
armazenada em freezer a -80°C (n=9). Como resultado, não houve diferença 
estatística entre os grupos Controle e 3µg. Dentre os grupos que incluíram tratamento 
OT, o grupo 3µg -80°C foi o único estatisticamente eficaz na redução bacteriana 
(p<0,05), enquanto o grupo 3µg -20°C apresentou o maior crescimento bacteriano 
(p<0,05). Conclui-se que o armazenamento de água ozonizada na concentração de 3 
µg/ml em freezer a -80°C parece contribuir para a estabilidade da solução e ser eficaz 
na redução do biofilme de Enterococcus faecalis, porém mais estudos devem ser 
conduzidos, para que haja maior refinamento na compreensão e confirmação dos 
dados para uma possível aplicabilidade clínica. 
 
 
Palavras-chave: Ozônio, Ozonioterapia, Biofilme, Enterococcus Faecalis, 
Descontaminação. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
  



 

ABSTRACT 
 

The use of ozone therapy has been a growing practice in several medical areas, mainly 
by its promisor immunomodulatory and antimicrobial action. However, as it is an 
unstable molecule, the biggest challenges to using the ozone therapy are clinical time 
and storage, since its effectiveness shows a reduction curve immediately after 
production. Seeking to find an effective way to store ozone while preserving its 
desirable properties, this aimed to evaluate, in vitro, the antimicrobial activity of newly 
produced (fresh) ozonized water and frozen at different temperatures on the 
Enterococcus faecalis biofilm. Therefore, the study included 4 groups, which were 
divided according to treatment: Control group, including sterile double-distilled water 
(n=9); group 3µg, including ozonized fresh water at a concentration of 3 µg/ml (n=9); 
group 3µg -20°C, including ozonized water at a concentration of 3 µg/ml stored in a 
freezer at -20°C (n=9); and group 3µg -80°C, including ozonized water at a 
concentration of 3 µg/ml stored in a freezer at -80°C (n=9). As a result, there was no 
statistical difference between the Control and 3µg groups. Among the groups that 
included OT treatment, the 3µg -80°C group was the only one that was statistically 
effective in bacterial reduction (p<0.05), while the 3µg -20°C showed the highest 
bacterial growth (p<0,05). We concluded that the ozonated water at a concentration of 
3 µg/ml storage in a freezer at -80°C appears to contribute to the stability of the solution 
and be effective in reducing Enterococcus faecalis biofilm colonies, however, additional 
studies should be performed, for better understanding and possible clinical 
applicability. 
 
 
Keywords: Ozone, Ozone Therapy, Biofilm, Enterococcus Faecalis, Decontamination. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O ozônio (O3), descoberto em 1840, é uma molécula tri atômica amplamente 

utilizada na indústria por sua ação desinfetante, devido à sua potente capacidade 

oxidante. De acordo com a literatura, devido seu potencial antimicrobiano, desde 2005 

ele vem sendo utilizado em vários locais do mundo para desinfecção da água e para 

o controle de uma ampla variedade de patógenos humanos, entre eles bactérias, 

vírus, fungos e protozoários, sem produzir resistência; ganhando rapidamente 

aplicações clínicas nas diferentes áreas da saúde (1). 

Sua capacidade antimicrobiana é devido à alta instabilidade desta molécula que 

se decompõe rapidamente produzindo moléculas de oxigênio (O2) e um radical livre 

responsável pela ação oxidante (O-) (2). Tal característica, em contrapartida, se torna 

um desafio quando seu armazenamento é necessário. De acordo com a literatura, a 

meia-vida do O3 em solução aquosa a 20˚C é geralmente considerada como sendo de 

20 a 30 minutos (3), e a solução deve ser preferencialmente utilizada dentro de 5-10 

minutos após a produção para garantir sua ação em microrganismos (4), não havendo 

evidências sobre a possibilidade de armazenamento da solução ainda que em baixas 

temperaturas. 

Em decorrência do seu potencial desinfetante somado à sua biocompatibilidade 

e estímulo no processo de regeneração tecidual (5), podemos acompanhar um 

crescente número de trabalhos sobre a ozonioterapia (OT), tornando-a uma 

importante terapia adjuvante em tratamentos de saúde. Sua principal forma de 

utilização na odontologia é através da água ozonizada cuja ação tem sido estudada, 

principalmente, na irrigação de bolsas periodontais (6), em canais radiculares (7) 

osteonecroses, (8) peri-implantite e halitose (9). No entanto, ainda são poucos os 

trabalhos que avaliam a ação da OT em biofilmes bacterianos, uma estrutura formada 

por uma variedade de microrganismos conhecidamente responsável por agravar e 

tornar recorrentes infecções comuns na cavidade oral e no organismo como um todo 

(10,11). 

Dada a sua complexidade, o controle e descontaminação de biofilmes 

bacterianos permanece um dos grandes desafios na clínica odontológica, 

principalmente frente a crescente identificação de  resistência bacteriana (12,13). 
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Dentre as bactérias de maior relevância, a Enterococcus faecalis (E. faecalis) 

apresenta características altamente adaptativas: são anaeróbios facultativos 

alternando rapidamente para aeróbios na presença de oxigênio, toleram grandes 

variação de temperatura e de pH (14), podem sobreviver a uma temperatura de  60° 

C durante 30 minutos e podem permanecer em condutos radiculares e até mesmo no 

osso alveolar após extração dentária, podendo inclusive contribuir na perda de fixação 

do implante (15). Apesar de já terem sido testados diferentes tipos de antimicrobianos 

na eliminação do E. faecalis, o tempo de ação ou concentração dos agentes 

antimicrobianos ainda são altos, tendo a segurança questionada em função da 

neurotoxicidade e citotoxicidade (14,15). 

Ainda que existam estudos promissores sobre o uso da OT no controle de 

infecções, eles ainda são poucos e inconclusivos (16,17), possivelmente por se tratar 

de um método terapêutico cujo uso, bem como as pesquisas, ainda está se 

popularizando.  

Sendo assim, este trabalho foi pioneiro na busca por evidências mais robustas 

sobre o efeito antimicrobiano da água ozonizada recém produzida e congelada em 

diferentes temperaturas  frente ao biofilme de E. faecalis. 
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

2.1 Ozonioterapia 

 

2.1.1 Histórico da Ozonioterapia 

O gás ozônio (O3) foi descoberto em meados do século XIX e vem sendo 

estudado pela medicina desde a primeira guerra mundial, onde foi bastante utilizado 

para gangrenas, queimaduras, fístulas e feridas contaminadas de soldados alemães 

(1). Desde então, seu uso fundamenta-se em processos oxidativos que alteram a 

integridade de bactérias, fungos, vírus e protozoários, através da oxidação dos 

fosfolipídios e lipoproteínas, sem induzir resistência microbiana (18). 

Atualmente, seus efeitos no sistema imunológico celular e humoral também têm 

ganhado destaque por serem responsáveis pela proliferação de células 

imunocompetentes e síntese de imunoglobulinas, interleucinas, leucotrienos e 

prostaglandinas. Logo, o O3 parece também ativar a função dos macrófagos e 

aumentar a sensibilidade dos microrganismos à fagocitose. Por fim, dados mais 

recentes da literatura reportam a interação do O3 com células do sangue e elementos 

do sistema circulatório, o que pode resultar em benéficos no metabolismo do oxigênio, 

energia celular, sistema de defesa e microcirculação (19). Nesse sentido, seu uso tem 

se propagado em diferentes tratamentos para analgesia, regeneração tecidual, 

infecções e inflamações (16,20); já sendo regulamentado em treze países, dos quais 

Estados Unidos, Espanha, Rússia, Cuba, Portugal, Grécia fazem parte (21).  No Brasil, 

seu uso está regulamentado na odontologia desde 2015 e foi autorizada em 2023 para 

uso médico pela Lei 14.648/23 (22). 

O primeiro dentista a usar a OT foi o Dr. Fisch (1899–1966) com a finalidade de 

tratar um abcesso no médico alemão Dr. Erwin Payr (1871–1946) que, notando a ação 

de controle da infecção em si próprio, tornou-se um entusiasta no assunto. Ele passou 

a incluir OT em seus próprios procedimentos cirúrgicos e reportou seus resultados no 

59º Congresso da Sociedade Cirúrgica Alemã em Berlim em 1935 (1). 

A OT utiliza uma mistura composta por dois diferentes gases: o oxigênio puro 

(O2) na proporção 95-99,99% e o ozônio (O3) representando 0,1 a 5% (23). Ele é 
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produzido na natureza quando descargas elétricas ou radiação ultravioleta atuam nas 

moléculas de oxigênio (Figura 1). A ligação formada é frágil e se dissocia facilmente 

tornando-o um composto altamente reativo e instável.  

 

 

 

 

Figura 1: Formação do ozônio (O3) a partir da molécula de oxigênio (O2). 
Fonte: Dr. Lair Ribeiro, 2013. 

 

 

Tais características fizeram com que a OT fosse rapidamente incluída nas 

aplicações clínicas em odontologia, onde tem se mostrado disruptiva contra bactérias 

cariogênicas, além de contribuir na elevação do pH e favorecer a remineralização 

dental, contribuir na descontaminação das diferentes lesões infectadas (virais, 

fúngucas e bacterianas) e doença periodontal, facilitando o reparo tecidual (24). 

Recentemente, Krunic et al. (25) concluíram que o efeito antibacteriano do 

ozônio nas bactérias residuais em lesão de cárie foi comparável à da clorexidina à 2%. 

Além disso, os autores apontam que ao tratar lesões cariosas profundas com uma 

técnica de remoção de cárie seletiva, o ozônio mostrou-se promissor como um 

desinfetante cavitário, sendo biocompatível e eficiente. 
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2.1.2 Formas de utilização 

Existem três formas principais para a utilização da OT: através do gás, da água 

e do óleo. A concentração de O3 no gás é maior do que a da água, que por sua vez, 

é maior do que a do óleo; enquanto a instabilidade segue o caminho inverso: óleo, 

água e gás. Na prática clínica discute-se a viabilidade de cada uma delas; onde tanto 

o gás quanto a água devem ser produzidos no momento do uso e, de acordo com a 

literatura, a partir de 10 minutos da colocação do gás na seringa, 10% do ozônio 

gerado já foi perdido. Com relação à água ozonizada, sua preservação é maior que o 

gás, deve ser mantida sobre refrigeração (20°C), podendo apresentar meia-vida de 

até 30 min, não havendo evidências sobre a  possibilidade de armazenamento da 

solução (3,21). Em relação ao óleo, não existe ozônio em sua composição, apenas 

subprodutos que possuem as mesmas propriedades do ozônio em uma concentração 

menor, seu tempo de duração é o mais extenso pois mantém suas propriedades por 

até 2 anos desde que mantido sob refrigeração (1). 

Independente da forma de utilização, a OT possui um efeito hormético, ou seja, 

é dose dependente. Em altas concentrações ele possui ação antimicrobiana, sendo 

eficaz contra microrganismos em geral. Para que o ozônio possa ter esse efeito 

antimicrobiano, é necessário que tenha contato físico com a película - membrana ou 

cápsula - do microrganismo. Ele se liga quimicamente com os ácidos graxos poli-

insaturados que a compõe, provocando orifícios nesta película e, por esses orifícios, 

o conteúdo existente em seu interior acaba por extravasar levando o microrganismo à 

morte. Esse mecanismo de ação não desenvolve resistência bacteriana (1,21). 

 Em baixas concentrações o ozônio promove um stress oxidativo leve e 

transitório, modulando as reações do metabolismo, acelerando os processos de 

regeneração e auxiliando na regulação do sistema imune (21).  

Nesse contexto, sua utilização deve ser realizada dentro de uma janela 

terapêutica, onde as concentrações e doses são consideradas seguras e eficazes. 

Para o uso sistêmico, as concentrações de O3 variam de 1µg/ml até 50 µg/ml; valores 

atualmente recomendados e definidos na 3ª Declaração de Madrid, um documento 

atualizado, redigido e aprovado na reunião internacional das Escolas de Ozonioterapia 

do mundo, realizada na Real Academia Nacional de medicina em Madrid no ano de 

2020. Esta janela foi determinada após uma análise de mais de 3000 publicações 
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científicas de diversos países encontradas no site da International Scientific 

Committee of Ozone Therapy (ISCO3) (21).  

Em revisão sistemática sobre o uso da OT em odontologia, pesquisadores 

canadenses pontuam que, enquanto estudos laboratoriais sugerem grande potencial 

do ozônio nas diferentes especialidades odontológicas, os estudos clínicos 

permanecem escassos e com baixo nível de evidência (19). Em concordância, recente 

revisão de literatura ressalta que a OT tem demonstrado potencial promissor como 

terapia alternativa ou complementar em diversas condições médicas; no entanto, as 

investigações clínicas em odontologia não tem correspondido com o mesmo potencial 

(24). Em ambas as publicações, os autores pontuam a necessidade de mais trabalhos 

científicos na área, em todas as especialidades odontológicas, especialmente no 

controle de bactérias resistentes, para que conclusões mais assertivas sejam 

levantadas. 

 

2.2 Enterococcus faecalis  

Microrganismos persistentes ou provenientes da cavidade oral são capazes de 

originar uma organização ecológica denominado biofilme, o qual pode prejudicar o 

sucesso do tratamento odontológico. Apesar das infecções odontogênicas serem de 

origem  poli microbiana, o E. faecalis é a espécie bacteriana mais frequentemente 

isolada, principalmente em endodontia, presente na maioria dos canais com 

necessidade de retratamento endodôntico (26). 

O gênero Enterococcus abrange diversas espécies, incluindo a E. faecalis, e 

compõe um grupo de bactérias gram-positivas, anaeróbias facultativas, que liberam 

metabólitos tóxicos e podem estar presentes em diversas doenças na cavidade bucal, 

tais como cárie, infecções endodônticas recorrentes e periodontite (27), a qual tem 

sido associada à casos de bacteremia, sepse e à endocardite bacteriana (28–30). Do 

ponto de vista microbiológico, os Enterococcus apresentam poucas exigências para o 

seu crescimento, são anaeróbios facultativos, possuem capacidade de crescer em 

temperatura de 10 a 45 °C, pH 9,6 em 6,5% de solução salina, e de sobreviver a 60 

°C por 30 minutos (31). 

O E. faecalis, sendo comum em infecções radiculares e muitas vezes não 

eliminado pelo tratamento endodôntico, pode resistir não somente no conduto 
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radicular, mas também no tecido ósseo circundante. Esta espécie pode inclusive 

permanecer no osso após a extração dentária e contaminar o implante após sua 

colocação no sítio infectado. De acordo com a literatura, tal colonização pode 

contribuir para a perda de fixação do implante ou perda óssea marginal. Além disso, 

é sabido que essa colonização, apesar de multibacteriana, a E. faecalis pode ser 

detectada e contribuir para o desenvolvimento da peri-implantite (15). 

Embora E. faecalis não seja considerado um periodontopatógeno, esta espécie 

também tem sido mais frequentemente detectada em amostras subgengivais com 

periodontite do que em indivíduos periodontalmente saudáveis, sugerindo que as 

condições locais na periodontite podem favorecer sua colonização (14). Logo, é uma 

bactéria com importante impacto nas diferentes especialidades odontológicas e 

merece a nossa atenção. 

 

2.3 Biofilme de Enterococcus faecalis e ozonioterapia 

 Na prática clínica, diferentes tipos de agentes antimicrobianos vêm sendo 

usados na tentativa de eliminar a E. faecalis. O uso do hidróxido de cálcio por exemplo, 

já não oferece resultados satisfatórios, tendo sua resistência ao microrganismo 

identificada em decorrência ao efetivo sistema de bombeamento de prótons que 

mantém os níveis de pH citoplasmático ótimos, dificultando o tratamento endodôntico 

(27). Foram feitas tentativas de aumentar o poder bactericida do hidróxido de cálcio 

ao adicionar medicamentos como o monoclorafenol canforado e iodeto de potássio 

2%, mostrando potencial de eliminação da bactéria, porém com a necessidade de 

permanecer em contato com a superfície dentária por 15 minutos, sendo clinicamente 

inviável como medicação intracanal. Além disso, a clorexidina, apesar de sabidamente 

apresentar boa eficácia contra a E. faecalis; seu efeito é diretamente dependente da 

concentração (15). 

Em contrapartida, quando avaliamos o uso da OT, ainda são poucos e 

inconclusivos os estudos encontrados na literatura (32). O ozônio aquoso (ou água 

ozonizada), por exemplo, tem sido usado como irrigante convencional, como 

alternativa ao uso de produtos químicos de irrigação para tratamento endodôntico 

(33), assim como no tratamento de doenças periodontais (6).  
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Recentemente, Kushwah e colaboradores, em um estudo in vitro, compararam 

o uso da água ozonizada (24 µg/ml) com o laser de diodo de alta potência (980 nm) e 

solução de hipoclorito de sódio (3%) em cultura de E. faecalis. Como resultado, em 

ordem decrescente, identificaram que as amostras tratadas com água ozonizada 

foram as que apresentaram maiores concentrações do microrganismo, seguido do 

hipoclorito de sódio, laser e associação laser e água ozonizada, portanto, o 

procedimento menos eficaz foi o uso da água ozonizada, no entanto, ao ser associada 

ao uso do laser, apresentou os melhores resultados para a descontaminação (34). 

Em outro estudo (35), o ozônio aquoso apresentou efeito antimicrobiano quase 

equivalente como hipoclorito de sódio a 2,5% quando usado como irrigante para 

tratamento endodôntico. Ao contrário, pesquisadores europeus avaliaram a potência 

da ação do ozônio no biofilme de E. faecalis e identificaram que seu efeito 

antibacteriano foi inferior ao hipoclorito de sódio (32). 

Stoll e colaboradores (36) investigaram, in vitro, o efeito do gás ozônio em 

canais radiculares humanos inoculados com E. faecalis. Sua eficácia foi avaliada e 

comparada ao cloreto de sódio (controle negativo), peróxido de hidrogênio 3%, 

digluconato de clorexidina (CLX) 0,2%, NaOCl 1,5% e NaOCl 3% (controle positivo). 

Após o preparo químico-mecânico foi realizada a aplicação do gás ozônio e dos 

demais irrigantes tradicionais. Todos os grupos testados apresentaram redução do 

número de microrganismos comparados ao controle negativo sendo que o NaOCl 3% 

apresentou significativamente a menor concentração bacteriana. Os autores 

concluíram que o gás ozônio pode ser considerado um substituto para a desinfecção 

dos canais radiculares nos casos em que o NaOCl não está indicado. 

Em revisão sistemática que analisa o uso da OT em odontologia, os autores 

pontuam importantes limitações da técnica, principalmente em decorrência da falta de 

trabalhos científicos mais bem delineados; no entanto demonstram que os resultados 

obtidos através de um ensaio clínico randomizado sugerem que não há diferença 

estatística entre o uso do ozônio e outras terapias utilizadas para a desinfecção dos 

canais radiculares (37). 

 Frente a esses estudos, é possível observar informações conflitantes, 

incompletas e inconclusivas na literatura sobre a ação da ozonioterapia no controle do 

biofilme e sobre a estabilidade das soluções de água ozonizada.  
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3 OBJETIVO 

 
 

3.1 Objetivo geral 

 Avaliar, in vitro, a atividade antimicrobiana da água ozonizada recém produzida 

e congelada em diferentes temperaturas sobre biofilme bacteriano de E. faecalis. 

 

3.2 Objetivo específico 

• Avaliar a atividade antimicrobiana da água ozonizada, na concentração de 

3µg/ml, recém produzida sobre o biofilme de E. faecalis. 

• Avaliar a atividade antimicrobiana da água ozonizada, na concentração de 

3µg/ml, armazenada a -20°C e -80°C sobre o biofilme de E. faecalis.  
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4 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 Este estudo foi realizado no Centro de Pesquisas da Unisa (Unisa Research 

Center – URC). Ressaltamos que, na primeira etapa do experimento, os espécimes e 

todos os demais materiais utilizados no experimento foram esterilizados a fim de evitar 

contaminação do experimento e isolamento de E. faecalis. Todo o experimento foi 

conduzido em câmera de fluxo laminar com seu interior previamente descontaminado 

com álcool 70%. 

 

4.1  Cepas, condições de crescimento e preparo do biofilme 

Foi utilizada a cepa padrão de Enterococcus faecalis (ATCC 29212) cultivada 

em ágar Brain Heart Infusion (BHI) incubada a 37° por 24 horas.  

Após esse período, o inóculo de E. faecalis foi realizado em solução fisiológica 

estéril (NaCl 0,9%) até atingir a concentração final de 107 UFC/ml, com densidade 

óptica de 1,278 ± 0,05 no comprimento de onda 760 nm no espectrofotômetro (20 

GenesysTM, da marca Thermo Spectronic, NY-EUA). Em seguida, as amostras foram 

diluídas até a concentração de 106 UFC/ml em caldo infusão BHI (COD. K25 – 1400 

KASVI) (Figura 2A). 

 

 

Figura 2: Organização inicial dos materiais. (A) Tubos Falcon, devidamente identificados e 

organizados em estante, contendo as diferentes diluições do inóculo em soro e caldo. (B) 

Placas de 96 poços identificadas. 

Fonte: O Autor (2023). 
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A partir da padronização do inóculo, foram pipetados 200 µl da diluição de E. 

faecalis, em cada poço da placa de 96 poços estéreis (Ref. 12-096 KASVI) (Figura 

2B). A partir de então, as placas foram levadas novamente para a incubadora, onde 

permaneceram por 24 h a 37°C para obtenção do biofilme aderido (Figura 3). 

 

 

Figura 3: Placas com os poços após o período de incubação de 24 h. 

Fonte: O Autor (2023). 

 

4.2 Grupos experimentais e protocolo de produção e armazenamento da água 
ozonizada 

Para avaliação do efeito da água ozonizada no biofilme foram designados 4 

grupos experimentais, como descrito a seguir: grupo Controle, incluindo água 

bidestilada estéril (n=9); grupo 3µg, incluindo água ozonizada na concentração de 

3µg/ml recém produzida (n=9); grupo 3µg -20°C, incluindo água ozonizada na 

concentração de 3µg/ml armazenada em freezer a -20° C (n=9); e grupo 3µg -80°C, 

incluindo água ozonizada na concentração de 3µg/ml armazenada em freezer a -80° 

C (n=9). O experimento foi feito em triplicata. 

Para o grupo Controle, utilizamos a água bidestilada estéril (Fresenius, SP, 

Brasil) refrigerada a 20°C. Para todos os demais grupos, os quais incluíram o 

tratamento com água ozonizada, o mesmo protocolo de produção foi realizado. 

As amostras água ozonizada utilizadas no experimento foram produzidas 

utilizando um gerador de ozônio da empresa Ozone & Life (São José dos Campos, SP 

– Brasil), modelo O&L 1.5L RM nº de série 151180228. Uma mangueira de silicone 

unia o gerador a um Regulador de fluxo de oxigênio – empresa Ozone & Life (São 
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José dos Campos, SP – Brasil) nº 641230353 acoplado ao Cilindro de 3 L de oxigênio 

medicinal puro da empresa Oxigênio São Paulo (São Paulo – SP – Brasil) (Figura 4). 

 

 

Figura 4: Gerador de ozônio (Ozone & Life), conectado ao cilindro de oxigênio medicinal 

com regulador de fluxo e coluna de vidro utilizados para ozonizar a água. 

Fonte: O Autor (2023). 

 

O ozônio produzido pelo gerador, de acordo com as recomendações do 

fabricante, foi direcionado a uma coluna de ozonização de água (Philozon, Balneário 

Camboriú – SC – Brasil) com dimensões de 850 mm e capacidade para 1 L de água 

acoplada ao gerador de ozônio. A coluna foi preenchida em seu volume total com água 

bidestilada estéril refrigerada a 16°C, mantida sob refrigeração até o momento do uso. 

A partir de então, o ozônio produzido pelo equipamento foi enviado diretamente à 

coluna de ozonização por meio da mangueira e foi dissolvido na água através da 

utilização de um difusor de cerâmica. O excesso de ozônio que chega ao topo da torre 

é direcionado a um destruidor evitando sua dispersão no meio ambiente. 

O equipamento permaneceu fornecendo um fluxo contínuo de ozônio durante 

5 minutos, para a obtenção da água ozonizada na concentração de 3 µg/ml, a qual foi 

confirmada por meio do kit colorimétrico com fotômetro dedicado SAM (Single Analyte 

Meters) Ozônio (I – 2019), com faixa de sensibilidade de 0,01 a 5,00 µg/ml 

(CHEMetrics, Midland, EUA) (Figura 4). Para tal, foram coletados 5 ml da água 
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ozonizada diluídos em 20 ml de água destilada pura, obtendo o volume total de 25 ml; 

desta forma a solução ficou dentro do nível de detecção do aparelho.  

A partir de então, foram adicionadas 5 gotas da solução ativadora (A-7400) que, 

sendo à base de iodeto de potássio, reage produzindo uma solução de coloração 

rósea, sendo possível realizar sua leitura e confirmar a concentração do ozônio, onde 

o resultado determinado no display do equipamento foi multiplicado por 5, de acordo 

com a recomendação do fabricante (Figura 5).  

Ressaltamos, ainda, que todos os equipamentos foram previamente revisados, 

calibrados e validados pelos próprios devidos fabricantes. 

 

 

 

Figura 5: (A) Fotômetro e kit colorimétrico utilizado na pesquisa. (B) Confirmação da 

concentração do ozônio na água. 

Fonte: O Autor (2023). 
 

 

A partir da confirmação da concentração, parte da água ozonizada recém 

produzida foi imediatamente utilizada no experimento (grupo 3µg). O restante da água 

foi aliquotada (6 ml) em microtubos de centrifugação com tampa previamente 

esterilizados. Ao todo, 6 microtubos contendo 1 ml de água ozonizada cada, foram 

divididos e identificados de acordo com a forma de armazenamento. Três microtubos 

foram armazenados em freezer a -20° C e os outros 3 microtubos armazenados em 

freezer a -80° C, ambos respeitaram o período de 30 dias congelados até o momento 

do uso no experimento. 
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4.3 Avaliação do efeito antimicrobiano da água ozonizada sobre biofilme de E. 
faecalis 

 

4.3.1 Tratamento e diluição das amostras 

Após respeitar o período de incubação das placas, os espécimes foram levados 

à câmara de fluxo laminar e dispostos em superfície estéril, onde o caldo foi removido 

e o biofilme foi cuidadosamente lavado com 200 µL de solução salina fisiológica. Em 

seguida, 200 µL de água ozonizada foi depositada sobre o biofilme aderido no fundo 

do poço onde permaneceu agindo por 1 minuto.  

O poço foi lavado novamente com 200 µL de solução salina, a fim de remover 

resquícios de água ozonizada. Na sequência, o mesmo volume de soro foi novamente   
acrescentado em cada um dos poços e o biofilme foi removido mecanicamente com a 

ponteira da pipeta. O conteúdo dos poços foi transferido para microtubos previamente 

esterilizados contendo 900 µL de solução salina estéril, e serviram de matriz para uma 

diluição seriada de 10-1 a 10-5. O microtubo da “diluição 1” recebeu 100 µL da solução 

matriz; o microtubo da “diluição 2” recebeu 100 µL da “diluição 1”; a “diluição 3” 

recebeu 100 µL da “diluição 2” repetindo esse mesmo processo até chegar à “diluição 

5” (Figura 6). 

 

 

Figura 6: Microtubos identificados para diluição seriada.  

Fonte: O Autor (2023). 
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Para os grupos 3µg -20°C e 3 µg -80°C, as amostras foram utilizadas após 

completo descongelamento, o qual ocorreu após permanecerem por 10 minutos em 

temperatura ambiente. Para o grupo Controle, como já descrito acima, não foi utilizada 

a água ozonizada, mas sim a água bidestilada, respeitando a mesma sequência e 

tempos experimentais dos demais grupos. 

 

4.3.2 Plaqueamento e contagem de colônias 

Alíquotas de 10 µL das diluições seriadas foram transferidas para as placas de 

petri (90 x 15mm Kasvi – cod K30-9015RI) contendo como meio de cultura o Ágar Bile 

Esculina Azida (enterococosel modificado) (Cód. 200020 – Biologic), previamente 

identificadas de acordo com o grupo experimental e diluição. Na sequência, as placas 

foram inclinadas em um ângulo de aproximadamente 45°, de forma com que a gota 

percorresse a placa deixando um rastro vertical sobre o meio de cultura (Figura 7). As 

placas permaneceram sobre a bancada, em temperatura ambiente, por 15 a 20 

minutos e então, invertidas e incubadas a 37° C por 24 horas. 

 

 

 

Figura 7: Plaqueamento pela técnica de gotas.  

Fonte: O Autor (2023). 
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Passado esse período, as placas foram removidas da estufa (Figura 8), 

fotografadas e as colônias contadas em todas as diluições que apresentaram valores 

entre 3 e 33 unidades formadoras de colônias (UFC). 

 

 

Figura 8: Placas, em duplicata, organizadas para a contagem de UFC.  

Fonte: O Autor (2023). 

 

 

4.4 Análise dos resultados 

 Ao término dos experimentos microbiológicos, os dados obtidos foram 

tabulados em planilha Excel (Microsoft Corporation, EUA), e o valor final de contagem 

UFC por ml foi calculado a partir da média do número de colônias, em duplicata, 

considerando o valor da diluição. 

Os dados foram então submetidos a análise estatística através do software 

GraphPad Prism (GraphPad Software, La Jolla, CA, USA). Foram utilizados os testes 

de normalidade e homocedasticidade, Shapiro-Wilk e Levene, respectivamente. Os 

dados não normais foram submetidos aos testes de Kruskal-Wallis e Mann-Whitney. 

O nível de significância considerado para todos os testes foi de 5%.  
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5 RESULTADOS 

 

 Todos os resultados foram baseados nas médias de UFC/ml de todas as 

coletas e amostras, para os diferentes grupos experimentais. 

 O grupo Controle mostrou uma média de crescimento de 1,19x107, enquanto 

o grupo 3µg apresentou 2,62 x107, não havendo diferença estatística entre os grupos. 

No entanto, os demais grupos experimentais foram estatisticamente diferentes do 

grupo controle, onde o grupo 3µg-20°C apresentou 1,88x107 (p=0,008) e o grupo 

3µg-80°C apresentou 0,74 x107 (p=0,03), onde o grupo 3µg-20°C se mostrou menos 

eficaz que o controle e o grupo 3µg-80°C mais eficaz (Tabela 1 e Gráfico 1). 

 

Tabela 1: Média de UFC/ml do E. faecalis nos diferentes grupos experimentais.  

Grupos / 
amostras 

 
Controle 

 
3 µg 

 
3µg -20˚c 

 
3µg -80˚c 

1 4.583.333,33 6.666.666,67 17.500.000 5.833.333,33 

2 12.916.666,7 7.500.000 21.250.000 6.666.666,67 

3 22.916.666,7 41.666.666,7 15.000.000 15.833.333,3 

4 10.416.666,7 50.000.000 33.333.333,3 8.750.000 

5 7.083.333,33 37.500.000 19.583.333,3 5.833.333,33 

6 12.916.666,7 10.833.333,3 12.083.333,3 6.666.666,67 

7 12.083.333,3 29.166.666,7 20.000.000 6.666.666,67 

8 13.333.333,3 18.750.000 15.000.000 5.833.333,33 

9 11.666.666,7 34.166.666,7 15.833.333,3 4.583.333,33 

MÉDIA (DP) 11.990.740,74  
(±5.055.154,9) 

26.250.000 
(±15.923.536,9) 

18.842.592,59 
(±6.161.800,5) 

7.407.407,41* 
(±3.351.369,1) 

 

*Diferença estatística (p<0,05). DP, desvio padrão. Fonte: O Autor (2023). 
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Gráfico 1: Representação gráfica das diferentes média de UFC/ml do E. faecalis, para os 
respectivos grupos experimentais. Letras diferentes representam diferença estatística 

(p<0,05). Fonte: O Autor (2023). 
 

 

 Ao comparar o grupo 3µg-20°C com o grupo 3µg, não encontramos diferença 

estatística (p=0,47). No entanto, o grupo 3µg-80°C foi o que apresentou a maior 

atividade antimicrobiana entre os grupos experimentais, sendo estatisticamente 

diferente de todos os demais grupos 3µg (p=0,0013) e 3µg -20°C (p=0,0003). 
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6 DISCUSSÃO 

 

 A eliminação do biofilme bacteriano de E. faecalis é um desafio em função da 

sua complexidade estrutural, capacidade de se estabelecer em superfícies de difícil 

acesso e resistência aos agentes antimicrobianos. Terapias alternativas ou 

coadjuvantes vêm sendo propostas com o objetivo de complementar ou até substituir 

os tratamentos convencionais e, neste contexto, a OT vem sendo estudada em 

diferentes concentrações e formas de apresentação (19). 

No presente estudo, a atividade antibacteriana da água ozonizada foi testada 

em biofilme de E. faecalis, sendo válido ressaltar que a complexidade de inativação 

de biofilmes bacterianos tende a ser maior quando comparada a formas planctônicas. 

No entanto, o uso do biofilme tem sido considerado útil e conveniente para avaliar 

novos agentes antimicrobianos (32).  

Ao testarmos a água ozonizada na concentração de 3 µg/ml, avaliada em 

diferentes temperaturas de armazenamento, observamos que tais variações parecem 

não possibilitar a eliminação completa do biofilme de E. faecalis. No entanto, o 3µg -
80°C, o qual contempla o armazenamento em freezer -80°C, se mostrou promissor ao 

apresentar maior redução bacteriana. 

Achados recentes de literatura tem nos levados a entender que a temperatura 

da água pode interferir na validade do produto. Em um estudo de conclusão de curso 

(38), pesquisadores brasileiros identificaram que a manutenção da água ozonizada 

em temperatura próxima a 0°C foi capaz de manter a solução estável por 2 horas. 

Apesar de ainda parecer um tempo restrito, os autores pontuam um ganho satisfatório, 

uma vez que em temperatura ambiente sua estabilidade se mantém em até 30 

minutos. Ao estudar diferentes formas de armazenamento do gás de ozônio, Nakajima 

et al. (39,40), também identificou que baixas temperaturas (a partir de – 8˚C) parecem 

eficazes (41). 

Além do tempo e temperatura de armazenamento, a concentração da água 

ozonizada é igualmente importante para que a solução seja capaz de desencadear 

respostas celulares e microbiológicas, exercendo seu efeito terapêutico (33). Ao 

analisarmos a concentração da água ozonizada utilizada em nosso experimento, 

nossos resultados vão de acordo aos apresentados por  Estrela et al. (42), os quais 



27 

também avaliaram o efeito da água ozonizada em baixa concentração em cultura de 

E. faecalis e não identificaram efeito antibacteriano com a solução.  

Com uma metodologia semelhante, Borges et al. avaliaram o efeito 

antimicrobiano de diferentes concentrações de ozônio (0,25, 0,5, 1, 2, 4 e 8 µg/ml) em 

diferentes microrganismos plactônicos (Candida Albicans e Staphylococcus aureus), 

porém nenhuma das concentrações testadas apresentou potencial antimicrobiano 

(17). 

Outro grupo de pesquisadores, ao avaliar o efeito da água ozonizada em baixa 

concentração (0,01 µg/ml) em cultura de Candida Albicans e Estreptococos mutans, 

Sadatullah  associou a ação mecânica durante o enxágue com a água ozonizada e 

observou eficácia do ozônio em fungos e bactéria sem alcançar sua eliminação total. 

Discute-se, ainda, que possivelmente a ação mecânica do enxágue utilizado sobre as 

superfícies contaminadas tenha contribuído na eficácia nos resultados (36). 

Em geral, os estudos in vitro apresentam resultados conflitantes sobre a 

eficácia da OT na eliminação de microrganismos, incluindo o E. faecalis. Enquanto 

trabalho citados acima e autores como Hems et al. (43) observaram que a água 

ozonizada apresenta efeito antimicrobiano inferior ao hipoclorito de sódio em cultura 

de E. faecalis; outros grupos de pesquisadores, incluindo Nagayoshi et al. (35), 

Hubbezoglu et al. (44) e Pinheiro et al. (45) demonstraram que a água ozonizada pode 

apresentar uma capacidade de eliminação de microrganismos similar ao hipoclorito 

de sódio.  

Pesquisadores brasileiros, ao avaliarem o efeito antimicrobiano da água 

ozonizada (0,5 µg/ml, 2,4 µg/ml, e 4,4 µg/ml) em diferentes tempos de ação (1, 5 e 10 

min) em Salmonela heidelberg, observaram que a concentração mais alta de ozônio 

na solução apresentou maior ação inibitória ao crescimento da cepa bacteriana(46). 

Nesse sentido, Agostini et al. avaliaram concentrações ainda mais altas do ozônio em 

solução aquosa (20µg/ml, 40 µg/ml e 60 µg/ml) em biofilme de E. faecalis e 

observaram que todas as concentrações foram eficazes no controle microbiano, 

independente do tempo de ação, reforçando a teoria que elevadas concentrações 

possuem eficácia (47). Ainda assim, dados da literatura permanecem inconclusivos 

na determinação da dose mínima e tempo de ação ideais para alcançarmos efetivo 

efeito antimicrobiano. 
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Os resultados encontrados no presente estudo se mostram promissores para o 

uso da água ozonizada armazenada em freezer -80°C na redução de colônias de E. 

faecalis. Ainda que seja um estudo in vitro, nossos achados devem contribuir no 

direcionamento de estudos in vivo, em animais e seres humanos, até que seja possível 

sua utilização na prática clínica. 
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7 CONCLUSÃO 

 

Diante dos resultados obtidos e considerando as limitações do estudo, 

podemos concluir que: 

1. A água ozonizada na concentração de 3 µg/ml  recém produzida e armazenada 

em freezer -20°C não foram efetivas para a redução no número de colônias de 

E. faecalis; 

2. O armazenamento da água ozonizada na concentração de 3 µg/ml em freezer 

-80°C foi eficaz na redução de colônias de E. faecalis. 
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