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RESUMO

O gas o0z6bnio € uma molécula natural presente na atmosfera terrestre proveniente da
interacdo da luz ultravioleta do sol com as moléculas de oxigénio. E uma molécula
extremamente oxidante, o que justifica 0 seu uso como um agente microbicida. O
gas 0z6nio pode ser transferido para meio liquido, como é o caso dos 6leos vegetais
empregando-se o método reator de coluna de borbulhamento. O 6leo ozonizado
apresenta propriedade microbicida, além de ser um cicatrizante em aplicagdes
dermatolégicas melhorando o desempenho no tratamento de lesGes cutaneas.
Estudos demonstraram que a adi¢cdo de agua ao 6leo ozonizado potencializa o efeito
microbicida, no entanto, a imiscibilidade destes componentes gera uma instabilidade
guimica na formulacédo o que dificulta seu uso e aplicacdo em lesdes de pele. Diante
deste conceito, o desenvolvimento de uma emulsdo a base de 6leo de girassol
ozonizado foi proposto neste estudo para potencializar e acelerar o efeito
microbicida. No presente estudo foi desenvolvida a emulséo a partir da ozonizacao
de amostras de 500 ml de 6leo por periodo de 4horas através de um difusor de aco
inoxidavel, foi empregado um agente emulsificante a frio para o preparo dos cremes.
Foram determinados 5 grupos experimentais: 6leo de girassol in natura (OG), 6leo
de girassol ozonizado (OGOg3), 6leo de girassol ozonizado com adicdo de 10% de
agua (OGO3H,0), Creme com Oleo de girassol in natura (CR), creme com 0Oleo
ozonizado (CROj3). Em todas as amostras dos diferentes grupos houve
determinacdo do indice de peréxido e pH. Além da andlise espectral no
infravermelho e a avaliacdo microbiolégica envolvendo a formacdo do halo de
inibicdo do crescimento microbiano. Os resultados deste estudo mostraram que o
efeito microbicida foi potencializado com a adicdo de agua destilada no 6leo antes
da ozonizacdo (OGO3zH,0), sugerindo a formacdo de uma maior quantidade de
peroxidos, a partir da reducédo dos grupos funcionais insaturados. Com relacdo a
emulsédo desenvolvida a base de 6leo de girassol ozonizado (CRO3), foi observado
um efeito microbicida para as bactérias Gram-positivas e negativas, a analise
estatistica dos dados demonstrou que nao houve diferenca significativa nos halos de
inibicdo quando comparados ao grupo OGO3H,0, e que o CRO3; apresentou maior
efeito microbicida que o OGOj; (p<0,05). Com isso, conclui-se que o CROj;
apresentou efeito microbicida comparavel ao grupo OGO3H,0, esses resultados séo
promissores no sentido de uma futura aplicacdo desta emulsdo no tratamento de
lesGes de pele, uma vez que €é estavel quimicamente e de facil aplicacéo.

Palavras-chave: Engenharia Biomédica; Ozb6nio; método reator de coluna de
borbulhamento; Oleo Ozonizado; Efeito microbicida.



EVALUATION OF THE MICROBICIDAL EFFECT OF AN OZONIZED
EMULSION AND ANALYSIS THROUGH FT-IR

ABSTRACT

Ozone gas is a natural molecule present in the Earth's atmosphere from the
interaction of ultraviolet light from the sun with oxygen molecules. It is an extremely
oxidizing molecule, which justifies its use as a microbicidal agent. Ozone gas can be
transferred to a liquid medium, as is the case with vegetable oils, using the bubbling
column reactor method. The ozonized oil has microbicidal properties, in addition to
being a healing agent in dermatological applications, improving performance in the
treatment of skin lesions. Studies have shown that the addition of water to ozonized
oil potentiates the microbicidal effect, however, the immiscibility of these components
generates chemical instability in the formulation, which makes its use and application
in skin lesions difficult. Given this concept, the development of an emulsion based on
ozonized sunflower oil was proposed in this study to potentiate and accelerate the
microbicidal effect. In the present study, the emulsion was developed from the
ozonation of samples of 500 ml of oil for a period of 4 hours through a stainless-steel
diffuser, a cold emulsifying agent was used to prepare the creams. Five experimental
groups were determined: in natura sunflower oil (OG), ozonized sunflower oil
(OGOs3), ozonized sunflower oil with the addition of 10% water (OGO3H,0), cream
with in natura sunflower oil (CR), cream with ozonized oil (CROg3). In all samples of
the different groups, there was the determination of the peroxide index and pH. In
addition to infrared spectral analysis and microbiological evaluation involving the
formation of the microbial growth inhibition halo. The results of this study showed that
the microbicidal effect was potentiated with the addition of distilled water in the oil
before ozonation (OGO3H,0), suggesting the formation of a greater amount of
peroxides, from the reduction of unsaturated functional groups. Regarding the
emulsion developed based on ozonized sunflower oil (CRO3), a microbicidal effect
was observed for Gram-positive and negative bacteria, the statistical analysis of the
data showed that there was no significant difference in the inhibition halos when
compared to the OGO3H,O group and that CRO3; had a greater microbicidal effect
than OGO3; (p<0.05). With this, it is concluded that CRO3; presented a microbicidal
effect comparable to the OGO3H,0 group, these results are promising in the sense of
a future application of this emulsion in the treatment of skin lesions since it is
chemically stable and easy to apply.

Keywords: Biomedical engineering; Ozone; bubbling column reactor method;
Ozonized Oil; Microbicidal effect.
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1 INTRODUGCAO

O uso frequente de medicamentos para tratamento de infecgcbes aumenta a
resisténcia antimicrobiana resultando, assim, em maior gravidade das infecgoes,
aumento de taxas de morbidade, além do aumento de periodos de hospitalizagbes
(RODRIGUES et al.,, 2004). Como alternativa para reducdo do uso frequente de
medicamentos utiliza-se produtos naturais com propriedades farmacologicas para
tratamento de diversas infeccbes (BOUZID et al., 2021). Dentre os produtos naturais
existentes para tratamento dessas doencas se destaca o uso de 0leos vegetais que
tem o seu potencial de acdo elevado com a incorporacdo de gas ozbnio em sua
estrutura quimica (CARDOSO et al., 2002).

O ozdnio (O3) € uma molécula instavel formada por trés d&tomos de oxigénio,
sendo a ligacdo do terceiro atomo de oxigénio fraca tornando o composto instavel e
altamente reativo. A reducdo do oxigénio molecular forma radicais livres que
induzirdo danos as moléculas biologicas e, portanto, fazendo o uso controlado das
moléculas de O3 acarretam defesas antioxidantes enzimaticas, por outro lado o uso
descontrolado causa danos e morte celular (CAMPANATI et al., 2013). A acao do
gas Oz ocorre diretamente nos acidos graxos poli insaturados para formar espécies
reativas de oxigénio (EROs) através do efeito sistémico, tais como peroxido de
hidrogénio, que pode induzir a sintese de fatores de crescimento e acelerar o ciclo
celular através da ativacdo de fatores redox de transcricdo, como fator kappa B
nuclear (CAMPANATI et al., 2013). O O3 é conhecido como um poderoso agente
bactericida, antiviral e antifungico e é utilizado em terapias para o tratamento de
feridas crbnicas, como feridas troficas e as provocadas pela diabetes e (SERIO et
al., 2017; CLAVO et al., 2020).

A ozonizacdo em Oleos vegetais ocorre através da incorporagdo do gas Og;
neste meio liquido, os radicais oxidantes gerados séo liberados e reagem com 0s
componentes moleculares presentes no 6leo, principalmente com as saturacées,
assim, ha a producdo de peréxidos lipidicos e hidroperéxidos, que possuem
propriedades semelhantes ao efeito bactericida e bioestimulante do ozénio (SILVA et
al.,, 2011). O mecanismo de formacdo de ozonideos, peroxidos, aldeidos e &cidos
carboxilicos foram descritos por Criegee, em 1975. Além da capacidade de estimular
a regeneracdo tecidual e oxigenar células e tecidos, os produtos derivados da

ozonizacdo de compostos insaturados como terpenos, acidos graxos, triglicerideos e
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Oleos vegetais também sdo conhecidos por possuirem propriedades bactericidas.
Compostos com alto teor de oxigénio, como os 6leos vegetais ozonizados, tornam a
pele mais macia e elastica, e sao utilizados na preparacdo de cremes para
reparacao do tecido epitelial, o que justifica 0 uso dos 6leos ozonizados para tratar
topicamente feridas na pele. (TRAVAGLI et al., 2010; VALACCHI et al., 2011).

As andlises quimicas mais comumente utilizadas na caracterizacdo de 6leos
ozonizados, baseam-se em indices de acidez (IA), indice de potendial de
hidrogénio (pH), indice de iodo (Il) e indice de peréxido (IP) que sdo técnicas
analiticas de verificacdo da qualidade de 6leo (DIAZ et al., 2006a; ALMEIDA et al.,
2013, TIGLI AYDIN et al., 2018).

O uso da Espectroscopia no Infravermelho médio com Transformada de
Fourier (FT-IR) € uma técnica também utilizada atualmente como forma de andlise
de parametros fisico-quimicos de qualidade, estudo de autenticidade e adulteracao
de Oleos vegetais. A FT-IR permite a determinacdo e caracterizacdo das
propriedades quimicas dos compostos por meio de seus espectros de absor¢cdo na
regido do infravermelho, a partir de movimentos vibracionais e rotacionais das
ligacbes moleculares. Os efeitos vibracionais e rotacionais das moléculas provocam
aparecimento de bandas espectrais em frequéncias especificas atuando como uma
impressao digital da amostra (DE SOUZA; POPPI, 2012; BICAS et al., 2017).

Estudos demonstraram que a adicdo de agua ao 0leo ozonizado potencializa
o efeito microbicida (MOREAU et al, 2016; DIAZ et al, 2006a). Em contrapartida a
imiscibilidade destes componentes gera uma instabilidade quimica na formulacdo o
que dificulta seu uso e aplicacdo em alguns tipos de lesdes de pele. Baseado nestas
informacdes, no presente estudo foi desenvolvido uma emulséo de 6leo ozonizado
em agua (O/A) com efeito microbicida, neste sentido, foi feita uma avaliagdo
comparando o efeito microbicida da emulsdo ozonizada com a nédo ozonizada. Além,
disso, foi realizada a determinacédo de parametros fisico-quimicos das amostras e
analise através da Espectroscopia no Infravermelho médio com Transformada de
Fourier (FT-IR).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a acdo microbicida de uma emulsdo desenvolvida a base de 6leo de
girassol ozonizado pelo método reator de coluna de borbulhamento.

2.2 Objetivos especificos

- Determinar o valor de pH e o indice de peréxido das amostras de emulsdes
desenvolvidas;

- Comparar a eficacia microbicida das emulsdes desenvolvidas;

- Realizar a andlise quimica das emulsdes através da Espectroscopia no
Infravermelho médio com Transformada de Fourier (FT-IR).

2.3Justificativa

Estudos demonstraram que a adi¢cdo de agua ao Oleo ozonizado potencializa o
efeito microbicida (MOREAU et al, 2016; DIAZ et al, 2006a), porém, a imiscibilidade
proveniente destes componentes gera uma instabilidade quimica na formulacdo o
gue dificulta seu uso e aplicacdo em lesdes de pele. Baseado nestas informacdes,
no presente estudo foi desenvolvida uma emulsdo de 6leo ozonizado em agua (O/A)
com o intuito de verificar seu efeito microbicida, visando futuramente emprega-la no

tratamento de feridas infectadas e doencas dermatoldgicas.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

O Ozobnio € uma molécula instavel formada por trés atomos de oxigénio (Os3),
em condigcdes normais de pressdo e temperatura encontra-se na forma gasosa
(BOCCI, 2006). O ozdnio € um gas muito reativo que é encontrado naturalmente na
troposfera superior (camada de o0z6nio) a cerca de 20 a 25 quildmetros de altitude.
Este gas desempenha um papel importante na absorcao da radiacéo ultravioleta do
sol, que é muito prejudicial & satde humana (BALAKRISHNAN; ARUNAGIRI; RAO,
2002).

Em seu estado gasoso, além de ser altamente oxidante, € facilmente soluvel
em agua, essas caracteristicas fazem do o0z6nio um poderoso composto usado
como desinfetante (SILVA et al., 2011). O ozdnio € conhecido como o segundo mais
poderoso agente oxidante que pode ser utilizado em escala para aplicagdes em
tratamento de 4gua e esgoto, sendo adotado por diversos paises em milhares de
sistemas de tratamento de efluentes e agua potavel (SCHIAVON et al.,, 2012).
Quando aplicado aos tecidos organicos o O3 reage imediatamente com varias
moléculas presentes nos fluidos biol6gicos: proteinas, hidratos de carbono e
preferencialmente gorduras de acidos insaturados (BOCCI, 2004).

A producdo do ozbnio (O3) pode ser naturalmente pela acdo da tempestade
atmosférica com a presenca de raios no ar. A descarga elétrica dissocia a molécula
de oxigénio em dois atomos ions oxidante. Estas duas particulas instaveis podem se
combinar com outras moléculas de oxigénio, resultando na formacédo das moléculas
de ozénio. Outra forma de producédo natural do ozb6nio é pela acao fotoquimica dos
raios ultravioleta (~260nm) sobre as moléculas de oxigénio (O,) na estratosfera, esta
radiacdo contém energia suficiente para separar os dois atomos que compdem a
molécula de O,, produzindo assim ions reagentes que podem recombinar com
moléculas de O,, culminando na formacéo do O3 (PEREZ, 2014).

O O3 possui trés formas para ser produzido, ndo naturalmente, por eletrdlise,
pela acdo da radiacao ultravioleta e descarga corona. Nos geradores comerciais, 0
0z6nio é produzido principalmente por descarga corona ou radiacdo e consequente
geracdo da luz ultravioleta. A radiacdo ultravioleta, todavia, ndo atende as
necessidades de producédo requeridas pela industria. Assim a descarga elétrica do
tipo corona € o método mais utilizado para se obter o0zbnio em quantidades

significativas, devido a maior taxa de conversao do oxigénio em o0zoOnio. Neste
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método, o ozbnio é gerado pela passagem de ar (previamente tratado) ou oxigénio
puro entre dois eletrodos metélicos, separados também por um material dielétrico, e
submetidos a uma elevada diferenca de potencial elétrico em volts (ALMEIDA et al.,
2004).

4 N

Calor

Eletrodo
O — Descarga Elétrica —_— 02+0;

Eletrodo

Calor

. /

Figura 1. Desenho esquemético do reator de um gerador de ozénio. Fonte: Adaptado de Silva et al.,
2011.

Tecnicamente a concentracao de gas o0zonio produzida pode ser especificado
em gramas por metro cubico (g/m’), ou miligramas por litro (mg/L), ou ainda
microgramas por mililitros (ug/ml). O tempo de exposicao deste gas é especificado
normalmente em minutos, e a dosagem ¢€ estabelecida pelo produto da
concentracdo de ozbnio na saida do gerador pela vazdo de oxigénio na entrada
desse mesmo equipamento, em seguida é multiplicado pelo tempo em minutos de
exposi¢cdo dividido pela massa, volume ou superficie da amostra. (“Ozone Feed
Rate”) (taxa de alimentagao de oz6énio) (VAN LEEUWEN, 2015).

O método de ozonizacdo reator de coluna de borbulhamento proposto por
Behkish et al., (2002), aplicado neste estudo, possui diversos transdutores de
pressdo e termopares sdo fornecidos tanto no reservatorio de abastecimento quanto
no reator a fim de permitir a constru¢cdo de um balanco de massa por todo o sistema.
O gas é reciclado a partir de um mecanismo de dupla acdo de estagio Unico e
compressor a ar. Um reservatorio de amortecimento € colocado entre 0 compressor
e o reator para reduzir as flutuacdes de vazéo criadas pelo compressor. Paralelo ao
reservatério, um desembagador € montado entre o reator e 0 compressor para evitar

infiltracdo de impurezas liquidas e sélidas no interior do compressor. Com duas
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células de pressédo ultrassensiveis com terminais conectados em diferentes pontos
ao longo do reator possibilita a medicdo de fluxo do gas (BEHKISH et al., 2002;
KANTARCI; BORAK; ULGEN, 2005).

O método mais comum para a realizagdo da incorporacdo de Oz em 0Oleo é
através da coluna de borbulhamento (Figura 2.), que é realizada utilizando cilindro
de oxigénio medicinal com uma determinada vazao na entrada do gerador de ozénio
produzindo, em sua saida, O, + O3, Este método € bastante utilizado na pratica
clinica e na ozonioterapia. De fato, esse processo recebe uma denominacgéo técnica
especificada como reator coluna de borbulhamento (“bubble column reactor”, BCR),
em que o recipiente que armazena o liquido a ser gaseificado, apresenta uma
seccdo transversal relativamente pequena, resultando numa altura de liquido
significante, dessa maneira, com a injecao de gas no fundo do reservatério utilizando
uma peca porosa difusora, as bolhas do gas de pequeno tamanho, tem maior tempo
de exposicao a fase liguida, aumentando assim a eficiéncia de transferéncia do gas.
(KANTARCI; BORAK; ULGEN, 2005). Alguns fatores podem influenciar na
transferéncia do gas oz6nio para o meio liquido, como: a vazdo na qual o gas é
injetado, o tamanho das bolhas que irdo promover a disperséo, a viscosiadade do
meio (PANDA; MATHEWS, 2008; LIMA et al., 2018).

—
)

& C? T
. -

Figura 2. Ozomzag:ao do dleo pelo método Reator de Coluna de Borbulhamento (RCB). (1) Cilindro
de Oxigénio O,, (2) Vélvula reguladora de fluxo e presséo, (3) Tubo de silicone 3/8 de diametro
externo, (4) Gerador de ozdnio, (5) Difusor de aco inoxidavel, (6) Oleo de girassol, (7) Reservatorio,

(8) Exaustor para descartar o excedente de ozénio.

A resisténcia microbiana é um problema de saude global porque as infeccdes
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causadas por isolados multirresistentes estdo associadas ao aumento de custos,
tempo de hospitalizacdo e taxas de morbidade e mortalidade (EVANS et al., 2007). A
prescricdo excessiva de antibidticos tem sido um grande problema por muitos anos.
O surgimento de cepas bacterianas multirresistentes, resistentes a dois ou mais
antibidticos, levou pesquisadores a avaliar o potencial de produtos naturais como
agentes antimicrobianos (UGAZIO et al., 2020).

O uso da ozonioterapia na area meédica tem sido utilizado ha muitos anos
através de tecnologias inovadoras que surgem para aprimorar novas técnicas a todo
0 momento. O 6leo ozonizado tem sido protagonista por intermédio de estudos que
evidenciam sua acao microbicida trazendo um tratamento alternativo para diversas
patologias crénicas (VAROL et al., 2020).

O ozobnio elimina os microrganismos agindo na parede celular e na membrana
semipermeavel. Isso leva a mudangas na estrutura quimica da célula e interfere na
troca de produtos do metabolismo celular com o meio ambiente, além disso, causa a
desintegracédo do encapsulamento do microrganismo levando ao extravasamento do
conteudo celular. Os efeitos benéficos do O3 na cicatrizagdo de feridas podem ser
devidos a diminuicdo da infec¢cdo bacteriana, melhora na cicatrizacdo de feridas
dérmicas ou aumento da taxa de regressao de ferida devido a exposicdo ao O3 na
area da ferida. (VALACCHI et al., 2012; VALACCHI; FORTINO; BOCCI, 2005).

Na ultima década, a terapia com ozbnio foi aprimorada usando O6leos
insaturados ozonizados para varias aplicacdes clinicas em dermatologia, ginecologia
e oftalmologia. Como o gas ozénio rapidamente se torna instavel na atmosfera, a
ozonizacao de 6leos vegetais causa o processo de oxidacdo gerando producdo de
compostos que apresentam propriedades microbicida e cicatrizante. A ozonizacao
sob condi¢cBes variadas de 6leos vegetais como girassol, oliva, canola e coco tem
sido estudada (DIAZ et al.,2009; OMONOV; KHARRAZ; CUTIS, 2011; SADOWSKA
et al. 2008; VALACCHI et al., 2011).

Os Oleos vegetais ozonizados tém sido estudados por sua atividade
antimicrobiana. No entanto, a pesquisa sobre a atividade antimicrobiana desses
produtos tem sido dificultada pela falta de métodos de triagem in vitro padronizados
e confidveis. As maiores dificuldades associadas a triagem desses produtos séo a
viscosidade do 6leo, que dificulta a obtencdo de uma dispersdo estavel do 6leo em
meio aquoso e a difusdo dos componentes lipofilicos do 6leo através do agar
(GEWEELY, 2006; MONTEVECCHI et al., 2013).
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A producdo da ozonizacdo em Oleos vegetais ocorre pelo processo de
oxidacdo do Ogs, o qual o ion reativo liberado ira reagir com os componentes
moleculares que constituem o 0leo, neste sentido, ha a producdo de peroxidos
lipidicos e hidroperdxidos, em que estes apresentam propriedades similares ao
0zo6nio como efeitos microbicida e bio-estimulante (SILVA et al., 2011).

Além de sua capacidade de estimular a regeneracdo tecidual e oxigenar
células e tecidos, os produtos derivados da ozonizacdo de compostos insaturados,
como terpenos, &cidos graxos, triglicerideos e 6leos vegetais também sao
conhecidos por terem propriedades germicidas. Compostos altamente oxigenados,
como 6leos vegetais ozonizados, tornam a pele mais macia, flexivel e também séo
usados para preparar cremes para reparacao do tecido epitelial. Isso sugere que o
O3 pode ser usado topicamente para tratar feridas na pele (TRAVAGLI et al., 2010;
VALACCHI et al., 2011).

O creme ozonizado possui efeitos antienvelhecimento e anti-inflamatério e em
contato com a pele, os ozonideos reagem com as moléculas de agua formando
hidroxi-hidroperoxidos que estimulam o metabolismo celular e ativagdo dos
captadores de radicais livres, 0s quais promovem sua inativagao, proporcionando
efeito antienvelhecimento e anti-inflamatorio. Outro produto da oxidacdo, o
triaxolano, presente em creme ozonizado, é conhecido por conferir uma atividade
antimicrobiana devido a sua capacidade de protecao celular (TRAVAGLI et al., 2010;
VALACCHI et al., 2011).

CAMPANATI et al. (2013) demonstraram que o 6leo ozonizado apresenta a
mesma eficacia que o acido hialurénico na reducdo dos sintomas de doencas da
pele, como eritema, tensao, coceira e ardor relatados pelos pacientes.

Os indices mais comumente empregados para a caracterizacdo quimica do
0leo apds o processo de ozonizacdo sdo: indices de acidez (lA), indice de potendial
de hidrogénio (pH), indice de iodo (Il) e indice de perdxido (IP) que séo técnicas
analiticas de verificacdo da qualidade de 6leo (DIAZ et al., 2006a; ALMEIDA et al.,
2013).

O indice de Acidez (IA) representa a quantidade de &cidos graxos livres na
amostra; o pH esta relacionado com a hidrélise de fosfolipidios que ocorre em
amostras de Oleos e cremes ozonizados, pois ocorre a diminuicdo do pH devido o
aumento do indice de acidez (TIGLI AYDIN et al., 2018). O indice de iodo (Il) é uma
técnica que pode quantificar a quantidade de insaturacdo presente no oleo. Essa
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técnica mede a quantidade de iodo consumida em uma amostra de 100 gramas e
depende de varios fatores, como quantidade de ligagdes duplas carbono-carbono,
condicOes de armazenamento e processos de oxidacdo, pois a medida que o 0zdnio
reage na dupla ligacdo para formar ozonideos, a quantidade de insaturacdo de
acidos graxos diminui, resultando em diminui¢do do indice de iodo (ALMEIDA et al.,
2013).

O indice de perdxido expressa a quantidade de peréxido em miliequivalentes
de espécies reativas de oxigénio por quilograma de amostra (ALMEIDA et al., 2013).
Assim, a formacao desses oxigenados (ou seja, 0zonio) leva a um aumento do IP
(TIGLI AYDIN et al., 2018).

Para controle analitico de amostras de 6leo, uma das técnicas utilizadas é a
espectroscopia no Infravermelho por Transformadas de Fourier (Fourier Transformed
Infrared - FT-IR) de reflexdo total atenuada universal (Universal Atenuated Total
Reflectance — UATR) que determina a qualidade de produtos ozonizados, pois 0s
produtos de oxidacdo secundaria, como compostos aldeidos, levam a toxicidade de
células e informacgdes genéticas (UGAZIO et al., 2020). A analise FT-IR é realizada
para investigar alteracdes nos grupos funcionais em o6leo ozonizado, a qual uma
aliquota da amostra é depositada em recipiente de polietileno para mensuracéo
através de um espectrometro. O espectrometro faz uma varredura na amostra com
resolucdo de 2 cm™ produzindo um conjunto de dados espectrais que apresentam
picos distribuidos em uma faixa de numero de onda que se estende de 4000 a 550
cm™ (MOUREU et al., 2016).
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4 MATERIAL E METODO

4.1 Tipo de estudo

Foi realizado um estudo experimental in vitro qualitativo e quantitativo a

partir do desenvolvimento de amostras de 6leos e emulsdes ozonizadas.

4.2Local e periodo do estudo

O presente estudo foi realizado no Centro de Inovacdo, Tecnologia e
Educacdo (CITE), utilizando os Laboratérios: Apoio Mecanico, Biotecnologia,
Desinfeccédo e Esterilizacdo do Parque Tecnolégico de Sdo José dos Campos/SP.

O periodo de realizacdo do protocolo experimental foi de marco de 2021 a
dezembro de 2021.

4.30zonizacdo do Oleo de girassol e preparo da emulsdo ozonizada

Os experimentos de ozonizacdo dos 6leos foram realizados em triplicata a
partir de um volume de 1500 ml de 6leo de girassol (OG) in natura e dividido em 3
grupos: Grupo 1: 6leo de girassol in natura (OG); Grupo 2: 6leo de girassol
ozonizado (OGOs3) e Grupo 3: 6leo de girassol ozonizado com adicdo de 10% de
agua destilada na ozoniacdo (OGO3zH,0).

Como a mistura de agua destilada e o OG in natura € imiscivel, foi adicionado
um agente emulsificante, e assim, foram criados mais dois grupos experimentais:
Grupo 4 (CR): emulsédo com 6leo de girassol in natura e Grupo 5 (CRO3): emulséo
desenvolvida a partir do O6leo de girassol ozonizado, conforme descrito

antereriormente (Tabelal).
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Tabela 1: Distribuigdo das amostras de 6les e emulsaos desenvolvidas por grupos.

Distribuicdo das amostras por grupos

Grupo 1 Oleo de girassol in natura oG
Grupo 2 Oleo de girassol ozonizado 0GO;
Grupo 3 Oleo de girassol ozonizado com 10% de agua destilada OGO3H,0
Grupo 4 Emulséo com 6leo de girassol e 4gua destilada CR
Grupo 5 Emulsé@o com 6éleo de girassol ozonizado CRO3

O volume de 500 mL de 6leo de girassol foi colocado em uma proveta de 1 L
e 0 processo de ozonizag¢ao ocorreu a partir da incorporacdo de gas 0zénio com um
difusor de gas constituido de aco inoxidavel sinterizado. Foi utilizado um cilindro de
oxigénio medicinal com vazdo ajustada em 1/4 L.min™ na entrada do gerador de
0z6nio (Fabricante: Ozone & Life, Modelo: O&L1.5RM) produzindo, em sua saida, a
concentracdo de 48 mg.L™* de O3, as amostras foram ozonizadas durante 4 horas.

A dose de ozbnio aplicada (Applied Ozone Dosage) fornecida pelo gerador de
ozbnio nos testes realizados foi quantificada de acordo com as diretrizes
apresentadas por Van Leeuwen (2015). O fluxo de oxigénio de entrada do gerador
de ozodnio foi equivalente a 1/4 L/min, e produziu na saida uma vazao de ozb6nio de
48 mg.L™, ou seja, a taxa de alimentacdo de ozénio (Ozone Feed Rate - OFR) foi
equivalente a OFR = 0,012 g.L ™. A dosagem de o0z6nio aplicada ao éleo de girassol,
considerando um tempo de 240 min e o volume especifico de 500 mL de oOleo foi
equivalente a 5,76 g.L™.

4.4 Determinacgao dos parametros fisico-quimicos

Foi realizada a andlise fisico-quimica das amostras consistiu em determinar, o
pH e o indice de perdxido (IP).

A verificagcdo do pH foi realizada a partir de um equipamento PHmetro
(Fabricante: GEHAKA, modelo PG3000). Primeiramente, o equipamento foi calibrado
com solucbes padrao e posteriormente a verificagdo em triplicata de cada amostra
de Oleo e creme.

Para determinacéo do indice de Peroxido, foi feita uma solucdo concentrada
de 40 g de iodeto de potassio (KI) com 25 ml de agua destilada, uma solucdo de
amido a 1% com 0,25 g de solucdo de amido e 25 ml de agua destilada. Em uma

amostra de 5 g de 6leo ou creme foi adicionado 0,5 ml de Kl e solucdo com
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proporcdo 3:2 de &cido acético e cloroférmio. Apds conservar em local escuro por
um minuto, presseguiu-se com a titulacdo utilizando tiossulfato de so6dio 0,01 N em
bureta, adicionado aos poucos a solucéao até a mesma perder a coloracdo. Ao final,
realizou-se o célculo e expresséo do resultado de cada amostra por meio da formula

(European Pharmacopoeia, 2007):

indice de Peroxido [(MEg/1000g) = (S-B) X N X 1000)] / PA

Onde: S= volume em ml da solucdo de Tiossulfato de Sédio 0,01N gasto na
titulagcdo da amostra;

B= volume em ml da solucéo de Tiossulfato de Sodio 0,01N gasto na titulacéo
da prova em branco;

N= Normalidade da solucao de Tiossulfato de Sédio;

PA= Peso da amostra.

O resultado do indice de peréxido é expesso em (mEg/1000g)

4.5 Analise Microbiologica

Para andlise microbioldégica foi utilizada cepas microbianas, como
Staphilococcus aureus (CCCD-S013), Eschericia coli (CCCD: E008) e Candida
albicans (CCCD: CCO001) cultivadas em meios sélidos como agar TSA, para gram
positivas e negativas e agar Sabouraud para levedura. Para o preparo dos meios de
cultura seguiram-se as instru¢des do fabricante. Ap6s o preparo as solu¢cdes foram
distribuidas em placas de petri dentro de uma capela de fluxo previamente
desinfectada, para esfriamento e solidificacdo. ApOs esse processo duas placas
foram armazenadas em uma estufa a 37 °C e foram analisadas apdés 24h e 48h e
utilizadas como controle. As outras placas foram armazenadas em uma geladeira
com temperatura entre 2 °C e 8 °C, onde permaneceram até serem retiradas para
utilizacdo em ambiente com temperatura de 25 °C.

Foram preparadas 980 uL de cada amostra de OG, OGO3 e OGO3H,O com
adicao de 20 puL Tween 80, conforme descrito por Serio et al. (2016). Nas amostras

de creme nao foi empregado o Tween 80.
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As suspencdes microbianas foram preparadas com o auxilio de alca metélica
estéreis, retirada uma porgdo das colonias e diluida em 30 mL de solucdo salina
estéril. Foi empregado o turbidimetro (Fabricante AlpHakit, modelo Turmidimetro
Plus Microprocessado), que utiliza a escala de turvacdo de Mc Farland. Na
sequéncia foi determinada a turbidez da suspensdo microbiana, sendo preconizada
a concentracdo de 10° UFC/mL. Em local apropriado, previamente preparado e
higienizado foi feito realizada semeadura em superficie no agar TSA e Sabouraud,
de acordo com o microrganismo analisado. Com auxilio de al¢a de Drigalski, 1 ml da
suspensao microbiana foi distribuida na placa, em seguida, houve a retirada da
porcéo central de 4gar de cada placa com auxilio de um punch de aco inoxidavel de
10 mm (é@rea que equivale a 1 mL de volume), previamente autoclavado, que foi
confeccionado especificamene para este experimento, sendo que exatamente 1 mL
das amostras foi adicionado no local. Com relagéo ao creme, por se tratar de um
composto semi-solido, toda a area foi preenchida com a amostra. As placas foram
para estufa a 37 °C por um periodo de 24h a 48h e apds retiradas da estufa foi
realizada a analise e mensuracao dos halos de inibicdo microbiana formado em cada
amostra. O estudo foi feito em triplicata e a atividade microbicida foi medida a partir
do halo de inibigdo formado ao redor de cada amostra usada para a cepa microbiana

testada; O halo foi medido em mm com auxilio de régua, conforme demonstrado na

figura 3.

Figura 3. Mensuragédo do halo de inibicdo nas amostras de (A) 6leo de girassol in natura (OG) e (B)

6leo ozonizado com adicéo de 10% de &gua destilada na ozonizagéo (OGO3H,0).
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4.6 Caracterizacdo do 6leo e do creme por espectroscopia FT-IR

Para analise quimica dos Oleos ozonizados e da emulsdo ozonizada foi
utilizada a técnica de espectroscopia no infravermelho com transformada de Fourier
(FT-IR) de reflexdo total atenuada universal (UATR) com o espectrometro FT-IR
(Fabricante: Perkin Elmer, Modelo: Spectrum Frontier) e programa Spectrum V 5.3.1.
Foram realizadas analises em quintuplicata e varreduras de 20 amostras espectrais
para 0s compostos em temperatura ambiente de 25°C, umidade relativa do ar
equivalente a 46%, ganho equivalente a 1 e resolucdo de 4 cm™ resultando no
espectro médio para cada amostra.
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencgéo das amostras de 0leos e emulsdes ozonidadas

A partir da ozonizacdo do 6leo de girassol, obtiveram-se amostras de Oleo
girassol ozonizado e 6leo de girassol ozonizado com adicdo de 10% de agua no

processo de ozonizagdo. N&o houve diferenca visual nas amostras apos adicédo de

agua e o procedimento de ozonizacdo quando comparado com 0O grupo controle
(Figura 4).

Figura 4. Amostras de (A) oleo de girassol in natura (OG), (B) ozonizado (OGO3) e (C) ozonizado
com adicéo de 10% de &gua destilada (OGO3H,0).

A Figura 5 apresenta as imagens das amostras de creme a base de OG e
OGOs3;, visualmente as emulsGes obtidas sdo idénticas, sdo homogéneas com

relacdo ao aspecto, textura e coloragao.
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Figura 5. Amostras de (A) creme a base de 6leo de girassol in natura (CR) e (B) creme ozonizado

(CRO3).

5.2 Andlise por Espectroscopia no Infravermelho médio com Transformada de
Fourier (FT-IR)

As amostras de OG, OGO3; e OGO3H,0 foram analisadas pelo método de FT-
IR para determinacdo dos compostos organicos e inorganicos a partir do efeito
vibracional provocado pela ag&o do infravermelho médio. As bandas na regido C=0
foram analisadas para observar alteracfes nas amostras de OGO3; e OGO3H,0 ou
aumento de intensidade nas absor¢cbes em relacdo ao OG puro, conforme
demonstrado na Figura 6.

Os espectros revelaram a presenca dos compostos ozonideos primarios,
pertinentes & banda espectral localizada em 1100 cm™. Verificou-se também a
degradacgéo por oxidacdo produzida pelo ozdnio, dos compostos do o6leo de girassol
in natura localizadas nas bandas 725, 1650 e 3010 cm™, estas substancias sdo

constituidas de moléculas que apresentam dupla ligagédo de carbono (C=C).
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Figura 6. Espectros FT-IR das amostras de 6leo de girassol in natura (OG), 6leo de girassol

ozonizado (OGO:s) e dleo de girassol ozonizado com adicao de 10% agua destilada (OGO3H,0).

A figura 7 destaca intensidade aumentada da banda em 1100 cm™, a qual
representa a formacao do ozonideos primarios.
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Figura 7. Faixa espectral de 1100 cm™ evidenciando a formacao de ozonideos.

Quando realizada a ampliacdo dos espectos correspondentes as regides da

das bandas de 1650 cm™ (Figura 8) e 3010 cm™ (Figura 9), observou-se diminuicéo
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das intensidades de tais bandas, as quais representam moléculas com dupla ligacéo

de carbono (C=C), nas amostras ozonizadas, estes resultados eram esperados uma

vez que ozonio é reponsavel pela oxidadacdo das duplas ligagbes de carbono.
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Figura 8. Faixa espectral em torno de 1650 cm’ referente & dupla ligacédo de carbono (C=C).
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Figura 9. Faixa espectral em torno de 3010 cm referente & dupla ligacdo de carbono (C=C).
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As amostras de emulsdo CR e CRO3; foram analisadas pelo espectro FT-IR e
comparadas com o espectro da agua (Figura 10).

A analise comparativa das bandas espectrais revelou extrema semelhanca
nos picos em torno de 3340 cm™ e 1640 cm™, que s&o identificadas como bandas
caracteristicas de estiramento e deformacdo de grupos hidroxilas (OH) de agua.
Neste sentido, no espectro do creme ozonizado ou ndo, se observou

majoritariamente as bandas espectrais referentes a agua destilada (AD).
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Figura 10. Espectros FT-IR das amostras de Creme a base de OG in natura (CR) e Creme a base de

OG ozonizado (CRO3) comparado com o espectro da Agua destilada (AD).

5.3 Analise Microbioldgica

Na Tabela 2 sédo apresentados os valores médios dos halos de inibicdo do
crescimento microbiano (mm) dos seguintes microrganismos Staphylococcus aureus
(bactéria Gram positiva), Escherichia coli (bactéria Gram negativa) e Candida
albicans (Levedura) frente aos diferentes tipos de 6leos (OG, OGO3; OGO3zH,0) e
emulsdes (CR e CRO3). Os resultados obtidos demonstraram que o OG e o CR néo
apresentaram efeito microbicida, uma vez que ndo houve formacdo do halo de
inibicdo, conforme esperado uma vez que Oleo de girassol ndo apresenta na sua

composicdo ativa a propriedade microbicida. Na analise comparativa dos 06leos,
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observou-se que 0 OGOs3;, apresentou efeito microbicida tanto para S. aureus quanto
para E. coli, no entanto a adicdo de 10% de agua no 6leo potencializou o efeito
microbicida (p < 0,05). A emulsdo ozonizada CROj; apresentou efeito microbicida
maior que o 6leo ozonizado (p < 0,05). A andlise comparativa do efeito microbicida
do CRO3; e do OGO3H,O demonstrou que n&o houve diferenga significativa entre
estes grupos (p > 0,05). As amostras analisadas ndo apresentaram efeito fungicida,

pois, ndo foram capazes de eliminar a C. albicans.

Tabela 2: Diametro dos halos de inibigdo de crescimento em (Média + DP [mm]) destacando o efeito

microbicida das amostras de 6leos e cremes em bactérias Gram-positiva, Gram-negativa e levedura.

] . Didmetro dos halos de inibicdo (Média + DP [mm)])
Microrganismo
oG OGO, OGO3H,0 CR CRO;
S. aureus AJHi 17 +3 28+ 10 A/Hi 24+ 4
E. coli AJHi 11+1 19+1 A/Hi 16+1
C. Albicans A/Hi A/Hi A/Hi A/Hi A/Hi

A/Hi = Auséncia de halo de inibi¢ao.
*Representa valor p < 0,05 quando comparado ao grupo OGOs3.

5.4Andlise dos Parametros fisico-quimicos

5.4.1 indice de Perdxido

A Figura 11 apresenta os dados referentes aos parametros fisico-quimicos
das amostras analisadas. A analise comparativa do IP das amostras de OG com o
OGO3;, demonstrou que a ozonizagcdo aumentou em cerca de 33 vezes o IP. Ao
adicionar agua nas amostras (OGO3H,0) foi observado um aumento em cerca de 37
vezes no IP, quando comparado ao 6leo in natura. Ao comparar 0s grupos OGOz e
OGO3H,0, verificou-se um aumento de cerca de 12% no IP no grupo que recebeu a
adicao de 10% de agua.

Ao comparar o CRO3 com OGOz e OGO3H,0O verificou-se que a emulsdo
apresentou IP bem inferior aos obtidos nas amostras de 6leo ozonizado com e sem
adicdo de agua, este resultado j4 era esperado uma vez que a concentracdo de
agua no creme é maior. Na andlise comparativa das emulsdes, houve um aumento

no IP de cerca de 4 vezes na amostra ozonizada.
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Figura 11. Determinagdo do indice Peroxido (IP) das amostras das amostras de OG, OGO,

0OGO3H,0, CR e CRO;

5.4.2 Parametro de pH

A figura 12 apresenta os valores de pH das diferentes amostras analisadas. As
andlises comparativas dos dados revelam que as amostras que nao foram
ozonizadas apresentaram pH neutro (~7,0), enquanto que as ozonizadas
apresentaram pH acido (~4,0). A ozonizacdo induziu uma reducdo no pH das

amostras que foram submetidas a este processo.

Parametro de pH das amostras

6,9 7,0

3,9 3,9 4,0

oG 0GO3 OGO3H20 CR CRO3

Figura 12. Determinacdo do pH das amostras de OG, OGO3;, OGO3H,0, CR e CROs.
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6 DISCUSSAO

A infeccdo da pele é um dos principais fatores que afetam o processo de
cicatrizacdo devido a uma variedade de bactérias como Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa, espécies de Enterococcus (MANDELBAUM, et al. 2003)
e Escherichia coli (JEKINS et al. 2010; ZILBERBERG et al. 2009). Devido a
resisténcia microbiana houve aumento de pesquisas sobre a aplicacdo terapéutica
de produtos naturais com efeito microbicida (DAI et al. 2010). Neste sentido, foi
proposto neste estudo o desenvolvimento de uma emulsdo a base de dleo de
girassol ozonizado em agua (O/A), com intuito de potencializar o efeito microbicida
da mistura, e assim, emprega-la no tratamento de feridas e doencas dermatologicas
contaminadas.

Ha estudos que demostraram que o gas 0zoénio pode inativar bactérias, virus
€ esporos em poucos minutos além de ser eficaz clinicamente no tratamento de
feridas infectadas (AZARPAZHOOH; LIMEBACK, 2008; SANCHEZ et al., 2005). Em
repetidos modelos experimentais em animais, a terapia com gas ozonio foi
confirmada como tendo efeitos benéficos quando usada como adjuvante ao
tratamento antibiotico padréo (SILVA et al., 2009). Em estudo realizado por Skalska
et al., (2009), os autores identificaram que os 0Oleos de girassol ozonizados podem
inibir o desenvolvimento e crescimento de microrganismos como E. coli, C. albicans
e B. subtilis. Estes dados corroboram aos obtidos no presente estudo com relacao a
E. coli, porém, néo foi observado este efeito com relagéo a C. albicans.

Considerenado os aspectos morfoldgicos da Candida Abicans, esse fungo
possui cerca de 90% de sua camada celular formada por polissacarideos de glicose
0 que conferem rigidez a sua estrutura, o seu crescimento é favorecido pelo pH
acido em torno de 2,5 a 7,5 e 0s mecanismos responsaveis por sua viruléncia e
resisténcia antifingica estdo relacionados com limita¢cdes difusionais da passagem
do agente antimicrobiano pela matriz extracelular (GOW, 2012)

A atividade microbicida dos 0Oleos ozonizados é atribuida principalmente a
presenca de ozonideos, aldeidos, peroxidos, além de complexa mistura de
compostos durante o processo de ozonizagdo (MENENDEZ et al., 2008). O 0zbnio
(O3) ao reagir com Oleos vegetais forma Oleos ozonizados com propriedades
microbicidas que podem ser utilizados em dermatologia, em particular, o 6leo de

girassol ozonizado € um produto antimicrobiano de amplo espectro com atividade
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inibitoria e letal contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (incluindo cepas
resistentes a antibioticos), micobactérias e leveduras (DIAZ et al., 2006b).

Em estudo realizado por Sechi et al., (2001), foram observadas alteracbes no
citoplasma microbiano apds a exposi¢cdo a 6leos ozonizados. Além disso, segundo
Geweely et al., (2006), a aplicacdo de 6leos ozonizados resulta em uma reducgdo
significativa nas atividades microbianas de amilase, lipase, queratinase e urease,
bem como uma reducao no teor de acido nucleico.

Os nossos resultados demonstraram que o OGOj; apresentou atividade
microbicida contra bactérias de referéncia Gram positivas e Gram negativas, com
zonas de inibicdo de crescimento variando de 11 a 17 mm de diametro,
corroborando com os resultados de Serio et al.,, (2017), que demonstraram a
atividade microbicida do 6leo de semente de girassol ozonizado contra S. aureus e
outras cepas Gram-negativas. Do ponto de vista germicida, o mais importante € o
indice de peroxidos, pois, representa a quantidade de peroxidos formados nos 6leos
vegetais a partir da ozonizagédo (DIAZ et al., 2005).

Outra vantagem dos 6leos ozonizados € que sao de baixo custo e apresentam
menor resisténcia do que as preparacdes antibidticas (ZENG; LU, 2018). Para que a
difusdo do Oleo ozonizado seja potencializada, os pacientes devem limpar a
superficie da pele danificada para remover tecido necrético, pus, deposicédo frouxa
de fibrina e excesso de exsudato de fluido antes da aplicacdo do 6leo (Zanardi et al.,
2013). A temperatura do 6leo ozonizado é algo que deve ter um cuidado especial
para o seu armazenamento, segundo Moureu et al., (2016), os 6leos mantidos em
temperatura ambiente e alta temperatura (+ 37 °C) apresentaram rapidas mudancas
(diminuicéo de indice de peroxidos e de acidez) em sua composic¢ao inicial, por outro
lado, amostras armazenadas em baixas temperaturas (- 20 °C e + 4 °C) sdo estaveis
por 1 ano. As melhores condi¢cdes para preservar os ingredientes originais do 6leo
de girassol ozonizado sdo o armazenamento a frio na geladeira ou no freezer.

Conforme mencionado anteriormente o indice de peroxidos é um parametro
importante a ser considerado para determinar o efeito germicida do 6leo ozonizado.
Os valores obtidos por meio deste estudo estdo de acordo com o estudo de Moreau
et al., (2016) que associam o aumento de perdxidos ao processo de ozonizacao e
consequente formagdo de compostos secundarios, principalmente quando
adicionada agua ao processo de ozonizacdo onde ha a producdo de epécies

peroxidicas como hidro-peroxidos e carboxiacidos. Também foi realizada medidas
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de pH das amostras que evidenciou pH acido nas amostras ozonizadas, enguanto
as nao ozonizadas apresentaram pH neutro, corroborando com o estudo de Sega et
al., (2010), a presenca de peroxidos favorece a acidificagdo do meio e
consequentemente ha a diminucdo do pH, gerado pela elevada formacgéo de &cido
carboxilico, mais frequente em 6leos ozonizados com agua (OMONOV; KHARRAZ;
CUTIS, 2011). A analise espectral das amostras pelo FT-IR evidenciou picos
alterados apos oxidacdo pelo gas oz6nio em amostras de 6leo e amostras de 0Oleo
com adicao de agua. A reducdo de grupos funcionais insaturados é acompanhada
da formacédo de ozonideos primarios, conforme postulado por Criegee, em 1975,
seguido de aumento de absorcdo na banda em torno de 1100 cm™ referente a
deformacdo axial, uma alteracdo no comprimento da ligacdo C-O do ozonideos
(GEORGIEV et al, 2015; ZANARDI et al., 2008).

O estudo realizado por Vinet et al., (2021) relatou que o espectro de absorgao
revelou presenca de lipidio insaturado caracterizado pela ligagdo C=C na banda em
torno de 1700 cm™. No presente estudo observou-se diminuicdo das intensidades
das bandas de 725, 1650 e 3010 cm™ nas amostras de 6leo ozonizado, indicando
um processo oxidativo induzido pelo ozbénio. As amostras de Oleo de girassol in
natura apresentaram maior intensidade dessas bandas em comparagcdo com as
amostras ozonizadas (SORIANO; MIGO; MATSUMURA, 2003).

As amostras de emulsdo CR e CRO3 foram analisadas pelo espectro FT-IR e
comparadas com o espectro da agua. A analise comparativa das bandas espectrais
revelou extrema semelhanca picos em torno de 3340 cm™ e 1640 cm™, que s&o
identificadas como bandas caracteristicas de estiramento e deformacdo de grupos
hidroxilas (OH) de agua. Isto se justifica pelo fato de que o creme é uma emulsao
formada pela mistura de dois liquidos imisciveis, no caso o 0leo (ozonizado ou in
natura), agua e um emulsificante, sendo considerada uma emulsao O/A, uma vez
gue a concentracdo de agua adicionada foi maior do que a de 0Oleo. Nesse caso, a
fase interna ou dispersa é a do 0leo, e encontra-se no interior da fase externa ou
continua que é a agua. Neste sentido, no espectro do creme ozonizado ou nao, se

observou majoritariamente as bandas espectrais referentes a agua.
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7 CONCLUSAO

No presente estudo foi feita uma avaliagdo do efeito microbicida da emulséo
ozonizada, a analise dos parametros fisico-quimicos e a andlise quimica através da
Espectroscopia no Infravermelho médio com Transformada de Fourier (FT-IR).

A andlise espectral das amostras pelo FT-IR evidenciou picos alterados apos
oxidacao pelo gas ozénio em amostras de 6leo e amostras de 6leo ozonizado com
adicdo de agua. A reducao de grupos funcionais insaturados € acompanhada da
formacdo de ozonideos primarios, seguido de aumento de absor¢cdo na banda em
torno de 1100 cm™ referente & deformacéo axial, uma alteracdo no comprimento da
ligacdo C-O do ozonideos. Houve diminuicdo das intensidades das bandas 725,
1650 e 3010 cm™ pertinentes as moléculas constituintes do 6leo ozonizado, as quais
representam moléculas com dupla ligacdo de carbono (C=C), estando aumentadas
para a amostra de Oleo de girassol in natura, uma vez que ha diminucdo dessas
bandas com o aumento da ozonizacdo. Na analise quimica do creme as bandas
observadas apresentam picos em torno de 3340 cm™t e 1640 cm’ que s&o
identificadas como bandas caracteristicas de estiramento e deformacao de grupos
hidroxilas (OH) relacionadas a molécula de agua.

Os nossos resultados demonstraram que o OGOj; apresentou atividade
microbicida contra bactérias de referéncia Gram positivas e Gram negativas, com
zonas de inibicdo de crescimento variando de 11 a 17 mm de diametro contra S.
aureus e E. coli, porém, ndo foi observado este efeito com relacdo a C. albicans. O
creme ozonizado apresentou efeito microbicida comparavel ao grupo OGO3zH,0,
esses resultados sdo promissores no sentido de uma futura aplicacao desta emulsao
no tratamento de lesdes de pele, uma vez que é estavel quimicamente e de facil

aplicacéo.
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