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RESUMO

O dleo de girassol ozonizado € protagonizado como uma substancia constituida em
parte de compostos denominados ozonideos, trata-se de um produto proveniente
de um processo de oxidacao desse Oleo vegetal, a qual normalmente € realizado
pelo método de borbulhamento utilizando um difusor para a inser¢cdo do gas 0zonio
por um tempo determinado. O 6leo ozonizado pode ser utilizado em diversas
aplicacdes das quais abrange principalmente na dermatologia. Em termos de
ozonizacdo de agua para fins de desinfeccdo e potabilizacdo, o0 método mais
utilizado é protagonizado pelo processo de circuito hidraulico fechado utilizando
bomba e injetor Venturi, esse procedimento em comparacdo com o borbulhamento
usando o difusor apresenta maior eficiéncia em termos da diluicdo do ozbnio na
agua. O objetivo deste estudo foi de realizar a ozoniza¢do do 6leo de girassol,
utilizando o método fluido-dinadmico fechado com bombeamento e infusdo de oz6nio
usando injetor Venturi, e constatar sua capacidade de gerar ozonideos.
Posteriormente verificar a eficacia da geracdo destes compostos na sua
equivaléncia com o protocolo tradicional de borbulhamento com difusor. Como
metodologia foram realizados protocolos de ozonizacao de 6leo de girassol, pelos
métodos de difusdo com peca de aco inox poroso sinterizado (com e sem 10% de
agua), e o circuito fechado fluido-dindmico com bombeamento e injetor Venturi
(também com e sem 10% de agua). Foram realizadas analises fisico-quimicas dos
Oleos ozonizados, as quais sao viscosidade, pH, indice de iodo, e de peroxidos. Foi
também realizado experimento de avaliagdo microbiolégica pelo método de halo de
inibicdo (antibiograma), e finalmente foram providenciadas analises utilizando a
espectroscopia infravermelha. Todos o0s parametros ja citados e avaliados,
indicaram que o método de ozonizac¢ao do 6leo de girassol, apresentou capacidade
de produzir os compostos ozonideos com o uso do injetor Venturi com e sem a

adicdo de agua.

Palavras-chave: Ozonio; Difusor; Injetor Venturi; Oleo Ozonizado.



FLUIDDYNAMIC CIRCUIT USING PUMP AND VENTURI INJECTOR
FOR OZONATION SUNFLOWER OIL, PHYSICAL-CHEMICAL AND
MICROBIOLOGICAL ANALYSIS

ABSTRACT

The ozonized sunflower oil is characterized as a substance consisting in part of com-
pounds called ozonides, it is a product from an oxidation process of this vegetable
oil, which is normally carried out by the bubbling method using a diffuser for the
insertion of the ozone gas for a specified time. Ozonated oil can be used in various
applications which mainly cover dermatology. In terms of ozonation of water for dis-
infection and potability purposes, the most used method is carried out by the closed
hydraulic circuit process using Venturi injector, this procedure compared to bubbling
with a diffuser presents greater efficiency in terms of the dilution of ozone in the
water. The objective of this study was to perform the ozonation of sunflower oil, using
the closed fluid dynamic method with pumping and infusion of ozone using Venturi
injector, and to verify its ability to generate ozonides. Subsequently verify the effec-
tiveness of the generation of these compounds in their equivalence with the tradi-
tional protocol of bubbling with diffuser. As a methodology, sunflower oil ozonation
protocols were carried out, using diffusion methods with a sintered porous stainless-
steel piece (with and without 10% water), and the fluid dynamic closed circuit with
pumping and Venturi valve (also with and without 10% water). of water). Physical-
chemical measurements of ozonized oils were performed, which are viscosity, acid-
ity, iodine, peroxides and pH. A microbiological evaluation experiment was also car-
ried out by the inhibition halo method (antibiogram), and finally analyzes were pro-
vided using infrared spectroscopy. All parameters already mentioned and evaluated
indicated thar the sunflower oil ozonation method was able to produce ozonide com-

pounds using a Venturi valve with and without the addition of water.

Keywords: Ozone; Diffuser; Venturi Injector; Ozonized Oil.
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1 INTRODUCAO

Ozb6nio € um gas natural presente na atmosfera terrestre, sua funcao
basicamente €é de reter parte da radiacao ultravioleta proveniente do sol, permitindo
desta maneira a presenca de vida na superficie do planeta (BALAKRISHNAN;
ARUNAGIRI; RAO, 2002).

O gas ozobnio pode ser sintetizado atraves de dispositivos reatores com 0 uso
de matéria prima oxigénio, esse fluido ozénio apresenta propriedades microbicida e
bioestimulantes (SILVA et al., 2011). O gas ozénio pode ser utilizado em diversas
aplicacOes, abrangendo desde a potabilizacdo da agua até em situacdes clinicas de
tratamento de patologias e lesdes, neste sentido, este gas devera ser gerado em
tempo real com uso de gerador, ou seja, numa situacao real ndo € um produto de
armazenamento (ALMEIDA et al., 2004).

Na pratica em termos de gerar subprodutos de caracteristica similares ao
0zO6nio mas que possam ser armazenados em condigdes adequadas, utiliza-se
Oleos vegetais submetidos ao processo de ozonizag¢do, o qual produz compostos
com propriedades semelhantes ao do gas o0zbnio, ou seja, caracteristicas
microbicida e bioestimulante (TRAVAGLI et al., 2010; MONTEVECCHI et al., 2013).

Em geral o processo de ozonizagdo do 6leo vegetal € realizado através da
utilizacdo de um sistema denominado reator coluna de borbulhamento, este aparato
€ usado para permitir a gaseificacdo de liquidos, ou seja, transferir através de
borbulhamento, usando pecas porosas, transferéncia de gas ao meio liquido, a
coluna por apresentar altura elevada do nivel do liquido, garante maior tempo de
contato da bolha. Este processo de reator coluna de borbulhamento é o mesmo
para ozonizacao do 0leo, tradicionalmente envolve 0 uso de uma pega porosa, para
0 borbulhamento do gas ozoénio junto ao Oleo, para isto € utilizado um utensilio
poroso (sinterizado) de aco inoxidavel o qual permite a producdo de bolhas de
tamanho pequeno, permitindo assim maior transferéncia do 0z6nio ao fluido liquido
(BOCCI, 2011).

A intencdo deste estudo foi de desenvolver uma nova metodologia para

ozonizacao do Oleo vegetal, neste sentido o trabalho a ser realizado envolveu a



utilizacdo de um aparato com circuito fluido-dinamico fechado para insercéo do gas

0zo6nio ao Oleo vegetal.

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Constatar se 0 método de ozonizacdo do Oleo vegetal girassol via circuito
fluido-dindmico com bomba e injetor Venturi, apresenta a capacidade de gerar

ozonideos.

2.2 Objetivo especifico

Verificar se esse método de ozonizacdo do 6leo de girassol, apresenta
eficacia de producédo de ozonideos equivalentes ao protocolo tradicional utilizando

0 sistema de reator coluna de borbulhamento.

2.3 Justificativa

O método tradicional de incorporacéo de gas ozoénio em fluidos é realizado
a partir de um difusor. A técnica pelo método Venturi € um fendmeno de
transferéncia de massa alternativo que tem a capacidade de incorporar maior
concentracédo de moléculas de ozénio em fluidos (gas/liquido) mostrando, assim,
maior eficacia comparado ao método convencional. E sabido da literatura que a
transferéncia de massa de 0z6nio em agua é até 6 vezes mais eficiente se
utilizado o método Venturi, comparado ao processo convencional. Uma das
vantagens de se ozonizar 6leo de girassol, esta no fato de poder ser armazenado
por um longo periodo. Neste estudo, foi utilizado o 6leo de girassol, uma vez que

este 6leo vegetal ozonizado € empregado na ozonioterapia.



3 REVISAO DE LITERATURA

A fabricacdo dos Oleos vegetais em geral englobam etapas que se
estabelecem desde a sua extracdo, prensagem até o estagio de refinacdo a qual
estabelece seu grau de purificacdo para fins de consumo humano (MANDARINO,
J.M.G., et al). Para o controle de qualidade do 6leo vegetal produzido, algumas
andlises fisico-quimico sdo estabelecidas por normas fiscalizatorias, a fim de
garantir confiabilidade, qualidade e seguranca para o consumo, dentre estas
técnicas ressaltamos a avaliacdo da viscosidade, a verificagcdo de parametros
quimicos pela técnica da titulacdo, as quais podemos citar a andlise do pH, o
indice de iodo, bem como também a quantificacdo de peréxidos presentes (LIMA,
J. R; GONCALVES, A. G; 1994). Outras técnicas mais elaboradas que podem
apresentar detalhes em termos de compostos presentes no Oleo vegetal,
envolvem a cromatografia gasosa ou liquida, bem como também a espectroscopia
optica no infravermelho (SORIANO et al., 2003)

O ozbnio é um gas muito reativo que € encontrado naturalmente na troposfera
superior, camada de o0zbnio, a cerca de 20 a 25 quildmetros de altitude. Este gas
desempenha um papel importante na absor¢céo da radiacéo ultravioleta do sol, que
€ muito prejudicial & saide humana (BALAKRISHMAN; ARUNAGIRI; RAO, 2002).

Em seu estado gasoso, além de ser altamente oxidante, é facilmente soltvel
em agua, essas caracteristicas fazem do 0z6nio uma poderoso substancia usada
como desinfetante (SILVA et al., 2011). O ozbnio é conhecido como o segundo mais
poderoso agente oxidante, que pode ser utilizado em escala para aplicagcdes em
tratamento de agua e esgoto, sendo adotado por diversos paises em milhares de
sistemas de tratamento de efluentes e agua potavel (SCHIAVON et al., 2012).

O ozbnio (O3) pode ser produzido naturalmente pela acdo da tempestade
atmosférica com a presenca de descargas elétricas no ar. Este fluxo de elétrons
produz a dissociacdo das moléculas de oxigénio, resultando na formacao de dois
atomos ions oxidantes. Estas duas particulas instaveis podem se combinar com
outras moléculas de oxigénio, resultando na geracdo das moléculas de ozonio.

7z

Outra forma de producgdo natural do oz6nio, € pela acdo fotoquimica dos raios



ultravioleta (~260nm) sobre as moléculas de oxigénio (O2) na estratosfera, esta
radiacdo contém energia suficiente para separar os dois atomos que compdem a
molécula de Oz, produzindo assim ions reagentes que podem recombinar com
moléculas de Oz, culminando na formagéo do O3 (ROSADO, 2014).

O Os possui trés formas para ser produzido, por eletrolise, pela acdo da
radiacdo ultravioleta e descarga corona. Nos geradores comerciais, 0 0zbnio &
produzido principalmente por descarga corona, a qual realmente também produz a
emissao de radiacdo ultravioleta, com a passagem de fluido oxigénio neste meio,
ha a geracéo de 0z6nio. Assim a descarga elétrica do tipo corona é o método mais
utilizado para se obter ozénio em gquantidades significativas, devido a maior taxa de
conversao do oxigénio em 0zonio. Neste método, o 0zénio é gerado pela passagem
de ar (previamente tratado) ou oxigénio puro entre dois eletrodos metélicos, figura
1, separados também por um material dielétrico, e submetidos a uma elevada
diferenca de potencial elétrico em milhares de Volts (ALMEIDA et al., 2004).

Figura 1. Representacéo esquemética da montagem de um gerador de ozénio, constituido por

um reator polarizado eletricamente com elevado potencial elétrico em KVolts, produzindo o

gas ozobnio por efeito corona.

Cilindro Metalico
Ago lnox

Tubo de Ago Inoxidavel

Entrada de O: Saidade 02+ 03

Elevado Potencial
Elétrico {(KVolts)

Técnicamente a concentragdo de gas o0zbnio produzida pode ser
especificado em gramas por metro cubico (g/m?3), ou miligramas por litro (mg/L), ou
ainda microgramas por mililitros (ug/ml). O tempo de exposicdo deste gas é
especificado normalmente em minutos, e a dosagem € estabelecida pelo produto

da concentracdo de 0z6nio na saida do gerador com a vazao de oxigénio na entrada



desse mesmo, em seguida é multiplicado pelo tempo em minutos de exposicao
dividido pela massa, volume ou superficie da amostra. (“ozone feed rate”) (taxa de
alimentacao de ozo6nio) (VAN LEEUWEN, 2015).

O O3 pode ser utilizado sob a forma de gés, diluido em agua e veiculos
aquosos, ou ainda incorporados em 0Oleos como oliva e girassol (BOCCI et al.,
2009). Devido a instabilidade do Os e sua toxicidade, os 0leos vegetais tém se
mostrado muito Uteis na ozonioterapia, com a vantagem de permitir seu
armazenamento por longo periodo, e ttm se mostrado mais seguros (DIAZ, 2006).

Quando o 6leo girassol ou azeite é ozonizado, uma série de subprodutos
sdo formados, incluindo peroxidos que possuem propriedades bactericidas,
tornando-os uteis no tratamento de feridas infectadas, fistulas e outros processos
de sepse localizada. (MENENDEZ et al., 2002). Além disso, esses peroxidos
desempenham uma variedade de funcdes no organismo, incluindo: estimulacéo
de vérios sistemas oxidorredutase, possivelmente afetando o transporte de
oxigénio para os tecidos e a cadeia respiratoria mitocondrial; bloqueio de
receptores virais e morte de células infectadas por virus; sinergia de capacidade
fagocitaria (SKALSKA et al., 2008).

Em estudo foram analisadas alteracdes nas propriedades quimicas de
Oleos vegetais com cinco diferentes composicdes de acidos graxos, os resultados
das andlises dos o6leos de oliva, girassol, canola, milho e semente de uva,
mostraram que o Oleo de girassol foi inicialmente mais rico em iodo, o que foi
associado a niveis mais altos de &cidos graxos insaturados, especialmente acidos
graxos poliinsaturados. A analise do valor de peroxido foi relacionada a reacéo do
ozbnio nas duplas ligacbes carbono-carbono proveniente de acidos graxos
insaturados, simultaneamente resultando no aumento dos ozonideos durante a
ozonizacao, isso foi constatado em se relacionando com os oOleos de oliva e
girassol (TRAVAGLI, V., et al, 2010)

A obtencdo do Oleo ozonizado é feita comumente por meio do
borbulhamento do gas através de um difusor (pe¢a porosa) imerso em 6leo dentro
de um recipiente, figura 2, este método é bastante utilizado na pratica clinica e na

ozonioterapia (SCHWARTZ et al., 2010). De fato, esse processo recebe uma



denominacéo 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 reservatorio utilizando uma peca porosa difusora, as bolhas do
gas de pequeno tamanho, tem maior tempo de exposicao a fase liquida, aumento

assim a eficiéncia na transferéncia do gas.

Figura 2. Processo de ozonizagdo do 6leo através do sistemareator coluna de borbulhamento
(BCR). (1) Cilindro de Oxigénio O3, (2) Valvula reguladora de fluxo e presséo, (3) Tubo de
silicone 3/8 de didmetro externo, (4) Gerador de ozbnio, (5) peca sinterizada (Difusor) de aco
inoxidavel, (6) Oleo de girassol, (7) Reservatorio, (8) Exaustor para descartar o excedente de
ozbnio.

A capacidade dos microrganismos de desenvolverem resisténcia microbiana
€ um problema de saude global, porque as infec¢cdes causadas por isolados
multirresistentes estdo associadas ao aumento de custos, tempo de hospitalizacao
e taxas de morbidade e mortalidade (EVANS et al., 2007). A prescricdo excessiva
de antibibticos tem sido um grande problema por muitos anos. O surgimento de
cepas bacterianas multirresistentes, resistentes a dois ou mais antibioticos, 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 utilizada ha muitos anos
através de tecnologias inovadoras que surgem para aprimorar novas técnicas a todo
momento. O 6leo ozonizado tem sido protagonista por intermédio de estudos que
evidenciam sua agao microbicida trazendo um tratamento alternativo para diversas
patologias cronicas (VAROL et al., 2017).

O ozbnio elimina os microrganismos agindo na parede celular e na
membrana semipermeavel. Isso leva a mudancgas na estrutura quimica da célula e
interfere na troca de produtos do metabolismo celular com o0 meio ambiente. Além
disso, causa a desintegracdo do encapsulamento do microrganismo levando ao
extravasamento do conteudo celular. Os efeitos benéficos do Oz na cicatrizagédo de
feridas podem ser devidos a diminuicdo da infeccdo bacteriana, melhora na
cicatrizacéo de feridas dérmicas ou aumento da taxa de regressédo de ferida devido
a exposicdo ao Os na area lesada. (DIAZ et al., 2009; VALACCHI et al., 2012;
VALACCHI, FORTINO e BOCCI 2005).

Na udltima década, a terapia com ozoénio foi aprimorada usando 6leos
insaturados ozonizados para varias aplicacdes clinicas em dermatologia,
ginecologia e oftalmologia. Como o0 gas 0z6nio rapidamente se torna instavel na
atmosfera, a ozonizacao de 6leos vegetais causa o0 processo de oxidacao gerando
produtos compostos que apresentam propriedades microbicida e cicatrizante. A
ozonizacado sob condicdes variadas de 6leos vegetais como girassol, oliva, canola
e coco tem sido estudada (DIAZ et al.,2009; OMONOV, KHARRAZ e CURTIS 2011;
SADOWSKA et al., 2008; Valacchi et al., 2011).

Os oOleos vegetais ozonizados tém sido estudados por sua atividade
antimicrobiana (GEWEELY 2006; MONTEVECCHI et al., 2013). 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 sdo a viscosidade do 6leo, que
dificulta a obtencdo de uma dispersao estavel do 6leo em meio aquoso e a difusédo
dos componentes lipofilicos do oleo atraves do agar (LIMA, 2018).

A producdo da ozonizacdo em O6leos vegetais ocorre pelo processo de

oxidacdo do Os, 0 qual o ion reativo liberado ird reagir com 0s componentes



moleculares que constituem o Oleo, neste sentido, ha a producdo de peroxidos
lipidicos e hidroperéxidos, em que estes apresentam propriedades similares ao
0zo6nio como efeitos microbicida e bioestimulante (SILVA et al., 2011).

Além de sua capacidade de estimular a regeneragdo tecidual e oxigenar
células e tecidos, os produtos derivados da ozoniza¢do de compostos insaturados,
como terpenos, acidos graxos, triglicerideos e Oleos vegetais também sao
conhecidos por terem propriedades germicidas. Compostos altamente oxigenados,
como O6leos vegetais ozonizados, tornam a pele mais macia, flexivel e também séo
usados para preparar cremes para reparacao do tecido epitelial. Isso sugere que 0s
produtos gerados pelo Os, pode ser usado topicamente para tratar feridas na pele
(TRAVAGLI et al., 2010; VALACCHI, FORTINO e BOCCI 2005).

Além disso, foi demonstrado que o 6leo ozonizado apresenta a mesma
eficacia que o acido hialurénico na reducéo dos sintomas de doencas da pele, como
eritema, tensdo, coceira e ardor relatados pelos pacientes (CAMPANATI et al.,
2013).

Também tradicionalmente para fins de potabilidade da 4gua de consumo, a
ozonizacao é realizada por um método fluido-dindmico, a qual utiliza uma valvula
de trés vias denominada Venturi, trata-se de um método hidrodinAmico com a qual
a dgua quando acessa a valvula, é confinada numa sec¢cao menor aumentando sua
velocidade de escoamento, nesta regido ha uma terceira via de acesso em que 0
gas ozobnio difunde com a agua, sendo escoado na saida desse dispositivo pela
terceira via. Esse processo de ozonizacdo da agua em comparacdo ao difusor
apresenta maior eficiéncia em termos de incorporacdo do oz6nio (CARVALHO,
2015).

A técnica de ozonizagao da agua utilizando um circuito hidraulico com bomba
e valvula injetora Venturi, apresenta maior eficiéncia em relacdo a transferéncia do
ozbnio ao fluido agua, de fato, esse processo poderia ser utilizado para a
ozonizacao do Oleo vegetal (girassol), e observar se essa eficiéncia também ocorre

para produzir os compostos ozonideos benéficos na aplicagcdo medicinal.



4 MATERIAL E METODOS

4.1 Tipo de estudo e local

O presente estudo foi realizado de mar¢o a dezembro de 2021 no Laboratoério
de Biotecnologia, Desinfeccéo e Esterilizacdo no Centro de Inovacao, Tecnologia e

Educacéo (CITE) Parque Tecnoldgico de S&o José dos Campos, SP.

4.2 Populacdo e Amostra

Foi realizado um estudo experimental in vitro qualitativo e quantitativo a partir
da producdo de amostras de 6leos de girassol ozonizado obtendo como resultados
as andlises dos parametros fisico-quimicos das amostras, espectroscopia

infravermelha (FT-IR) e microbiologica.

4.3 Equipamentos utilizados

Para a realizacdo das analises espectroscopicas no infravermelho foi
utilizado o espectrometro do fabricante: Perkin Elmer, modelo: Spectrum Frontier.
Para a medicdo da viscosidade foi utilizado o viscosimetro digital fabricante:
Brookfield DV-I, modelo: LVDV-I. Ja para os procedimentos de ozonizacao do 6leo
de girassol, foi usado o Gerador de Ozénio fabricante: Ozone & Life, modelo: 1.5M.
A verificacdo do pH demandou o uso do instrumento Phmetro, fabricante: GEHAKA,
modelo: PG3000.

4.4 Coleta de dados

4.4.1 Ozonizagdo do 6leo de girassol método reator coluna de borbulhamento

O odleo de girassol proveniente do estudo experimental, foi adquirido do

comeércio varejo, para a ozonizacgao foi realizado a montagem do reator coluna de



borbulhamento (BCR), para isso 500 ml do 6leo foi adicionado nhuma coluna de vidro
com capacidade de 1 litro (~40 cm de altura), o nivel do liquido atingiu o valor de
aproximadamente 20 cm de altura, uma peca sinterizada de aco inoxidavel foi
posicionada ao fundo do recipiente coluna de vidro com o 6leo, foi acoplada a essa
peca um duto flexivel de silicone, a qual em sua outra extremidade ficou conectado
ao gerador de 0z6nio, esse equipamento foi alimentado por um cilindro de oxigénio,
também acoplado a uma valvula reguladora de fluxo ajustada a uma vazao de 0,250
litro/minuto, a concentragdo de 0zonio na saida foi estabelecida valendo 48 mglL,
atuando com um tempo de ozonizacdo de 4 horas, esse procedimento foi realizado
dentro de uma camara com exaustor, a fim de dispersar 0os gases excedentes ao

ambiente externo.

4.4.2 Ozonizacédo do 6leo de girassol método injecdo Venturi

Foi realizado o procedimento de ozonizag¢do do 6leo de girassol, utilizando
um circuito fluido-dindmico com bomba do tipo centrifuga, acoplada a uma valvula
de trés vias injetora Venturi, a montagem foi realizada conforme indica a Figura 3,
em que revela o uso de um reservatorio que armazenou 500 ml do 6leo de girassol.
Os parametros técnicos de ozonizacao foram repetidos conforme especificacéo ja
realizada do procedimento reator coluna de borbulhamento (BCR). Com o objetivo
de manter a temperatura do 6leo proxima ao ambiente de laboratério climatizado
(20°C), a bomba centrifuga para produzir o escoamento forcado do 6leo, foi
polarizada eletricamente a 42% do seu valor nominal, nesta condicdo, a expectativa
€ que durante o procedimento de ozonizacao do 6leo sua temperatura praticamente
nao excedesse com relacdo ao ambiente climatizado.

Com relacao aos protocolos de ozonizacao reator coluna de borbulhamento
e o sistema Venturi foram repetidos, com a diferenca de que foi aditivado 10% de
agua em cada um deles, como potencial de maior eficiéncia na transferéncia de
0zobnio, nesta condicao, ficou estabelecido o total de cinco grupos de 6leos testes,
gue sao o 6leo pré ozonizado, o de reator coluna de borbulhamento, o de injetor

Venturi, e 0s dois similares aos anteriores com a adi¢cao de 10% de agua.
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Figura 3. Processo de ozonizagédo do 6leo através do método circuito fluido-dindmico com
injetor Venturi. (1) Cilindro de oxigénio, (2) Valvula para controle de fluxo de gés, (3) Mangueira
de silicone, (4) Gerador de ozdnio, (5) Valvula Venturi, (6) Bomba centrifuga, (7) Oleo de
girassol, (8) Reservatério com tampa, (9) Descarte de excedente de ozdnio para o meio

externo.

A dose de oz6nio aplicada (Applied Ozone Dosage), fornecida pelo gerador
de ozbnio nos testes realizados, foi quantificada de acordo com as diretrizes
apresentadas por van Leeuwen em 2015. O fluxo de oxigénio de entrada do gerador
de ozoénio foi equivalente a ¥ L/min, e produziu na saida uma concentracao de
ozobnio de 48 mg/L, ou seja, a taxa de alimentacédo de oz6nio (Ozone Feed Rate -
OFR) foi equivalente a OFR = 0,012g/min. A dosagem de ozdnio aplicada ao 6leo
de girassol, portanto, consistiu no tempo de 240 minutos(4h) utilizados para
transferir a maxima quantidade de ozbnio no 6leo com volume especifico
equivalente a 500 ml. Portanto, a dose de o0zonio aplicada ao 6leo de girassol foi

equivalente a 5,76 g/L.



4.4.3 Analise Fisico-Quimica

Foi realizada a andlise fisico-quimica das amostras que consistiu em
determinar o pH, a viscosidade, os indices iodo (Il) e peréxido (IP).

A analise do pH das amostras foi avaliada a partir do instrumento Phmetro,
(GEHAKA, modelo: PG3000), o qual foi inicialmente calibrado com solucdes padréo
e, posteriormente foi realizada a mensuracédo do nivel de pH de cada amostra de
6leo em triplicata.

A medida da viscosidade foi realizada utilizando o viscosimetro digital
(Brookfield DV-I Modelo LVDV-I) com suporte, no reservatério deste instrumento foi
necessario a adicdo de 400ml do 6leo, a medida foi realizada cinco vezes
considerando o mesmo liquido. O indice de iodo (ll) estabelecido por um processo
de andlise quimica de titulacdo, indicou a quantidade de iodo capaz de reagir com
ligacbes duplas de carbono para saturacdo dos acidos graxos nao saturados em
100 gramas de 6leo. O procedimento quimico para a verificagcdo dos indices de
perdxido envolve um protocolo de titulagdo, a qual realizando a reacdo com
diferentes substancias, permite a obtencéo do resultado quantitativo em termos de
mili equivalente por quilograma (mEqg/Kg) do 6leo processado. Esses
procedimentos laboratoriais via titulacdo quimica, esta especificado segundo relato
na referéncia Farmacopéia Européia 6.0, sob o codigo 01/2008:20505 para indice
de peroxido. Para cada parametro avaliado, foram elaboradas trés medidas
(triplicata) das quais permitiu a obtencéo estatistica de média, desvio padrao e erro

de incerteza.

4.4.4 Analise Microbiolbgica

Para analise microbiolégica foram utilizadas cepas microbianas, como
Staphilococcus aureus (S. aureus) (ATCC-CCCD-S013), Escherichia coli (E. coli)
(CCCD: E008) e Candida albicans (C. albicans) (CCCD: CCO001) cultivadas em
meios solidos como agar TSA, para gram positivas e negativas e agar Sabouraud

para levedura. O preparo dos meios de cultura ocorreu de acordo com as instrugdes



do fabricante, em seguida distribuidas em placas de petri dentro de uma capela,
previamente desinfectada, para esfriamento e solidificacdo do preparo.
Posteriormente, duas destas placas foram armazenadas em estufa a 37°C e
analisadas apoés 24h e 48h, utilizadas como controle. O restante das placas ficaram
armazenadas em geladeira em temperatura entre 2 e 8°C, onde permaneceram até
serem utilizadas em temperatura ambiente de laboratério a 25°C, na sequéncia
foram preparadas 980 pL de cada uma das cinco amostras com adi¢ao de 20 pL de
Tween 80, conforme descrito por Serio et al. (2016). As suspenc¢des microbianas
foram preparadas com o auxilio de alca metdlica estéril, retirando uma porcéo das
colénias e diluida em 30 mL de solucéo salina estéril. Foi utilizado o turbidimetro
(Fabricante: AlpHakit, modelo: Turbidimetro Plus Microprocessado), através da
escala de turvacdo de Mc Farland. Na sequéncia foi determinada a turbidez da
suspensdo microbiana, sendo ajustada considerando uma concentracdo de 108
UFC/mL, em seguida foi realizado a semeadura com 1 mL em superficie no agar
TSA e Sabouraud, de acordo com o microrganismo analisado, utilizando alga de
Drigalski, foi distribuida em toda superficie da placa, ap6s isso foi removido da
regido central do 4gar de cada placa, uma area correspondente ao diametro de 10
mm, equivalente a 1 mL de volume, para isso fora utilizado um tubo de aco
inoxidavel com aresta cortante, autoclavado anteriormente. Nesta lacuna foi
depositado as cinco amostras: 6leo de girassol ozonizados pelo método BCR e
injetor Vent. com e sem adicdo de 10% de agua e do 0leo in natura, figura 4. Os
compostos ozonideos presente no 0Oleo ozonizado, com a sua propriedade
microbicida produzem no meio de cultura contendo os microrganismos a inativacéo
destes mesmos, resultando na formacdo de uma area de expansado circular,
permitindo dessa maneira a medida do diametro de inibicdo, quanto maior esta
dimens&o mais microbicida contempla o 6leo ozonizado. A verificacdo do halo de
inibicdo considerando cada microrganismo citado, envolveu o uso de trés amostras
(triplicata), permitindo também a obtencdo de média, desvio padrdo e erro de

incerteza.



Figura A Figura B

Figura 4. Imagens representando o protocolo de andlise microbioldgica quantitativa pelo
meétodo halo de inibicéo, trata-se de meio de cultura contendo microrganismos S. aureus, E.
Ecoli e C. albicans, sendo que em cada placa ha um tipo de microrganismo para a analise. Na
figura A esta indicado o procedimento de remocédo do disco central do proprio meio de

cultura, naFiguraB representaadeposicdo do agente microbicida éleo de girassol ozonizado.

4.4.5 Caracterizacdo do Oleo por espectroscopia infravermelha

No intuito de verificar a variacdo da degradacdo de alguns compostos
moleculares pertinentes ao 6leo in natura, bem como também identificar a formacéo
dos ozonideos formados durante o processo de oxidagéo (ozonizagéo) do 6leo de
girassol, obteve-se espectros infravermelho utilizando o espectrdmetro marca
Perkin Elmer, modelo Spectrum Frontier. Considerando cada procedimento de
ozonizacdo sendo reator coluna de borbulhamento, e o de fluido-dindmica com
bomba e injetor Venturi, ambos com e sem a adicdo de 10% de &gua, para cada
amostra de 6leo ozonizado foram coletados 20 espectros, sendo destes obtido uma
média com o espectro final. Deve-se ressaltar que antes o equipamento foi
submetido ao processo de calibragdo com remocéao do “ruido de fundo” espectral, e
normalizagdo espectrométrica. A resolucdo espectral do monocromador do

equipamento citado é especificado pelo fabricante valendo 4 cm, a faixa de
atuacéo espectral é de 4000 a 400 cm™, e umidade relativa do ar de 46%.



5 RESULTADOS

5.1 Procedimento de ozonizacao do 6leo de girassol

O aparato da montagem envolvendo o circuito fluido-dinamico com bomba e
injetor Venturi, foi estabelecido demonstrando sua funcionalidade, com a utilizacado
de uma bomba do tipo centrifuga, onde em sua cavidade rotacional que produz o
escoamento forcado do O6leo, é constituido de material plastico inerte. O
funcionamento desse acessorio ficou estabelecido a atuar com modulacéo elétrica,
com uma tensao de alimentacdo operacionalizando a 42% em relacdo ao valor
nominal da prépria bomba, neste sentido, foi realizada a medi¢do da vazao de dleo
produzida, apresentando um valor de 72 mL/minuto. Nesta situa¢gdo, como o tempo
estabelecido de ozonizacdo foi de 4 horas, ndo constatou-se aumento de
temperatura do 6leo ozonizado, verificando-se a sua manutencdo equivalente ao

ambiente.

5.2 Andlise Fisico-Quimica

A tabela 1 indicada a seguir, mostra os valores fisico/quimicos dos 6leos
ozonizados, bem como também do in natura, na segunda coluna é mostrado os
valores do indice de iodo, de fato, verifica-se que para todos os 4 procedimentos de
ozonizacao do 6leo de girassol, seus valores correspondentes do indice de iodo
diminuiram em se comparando com o 0leo de girassol pré ozonizado. Ja para 0s
valores dos indices de peroxido relacionado ao 6leo de girassol in natura, constatou-
se 0 aumento considerando os 4 procedimentos de ozonizagdo, no caso em se
realizando a comparagédo entre o procedimento de ozonizagao reator coluna de
borbulhamento com o injetor Venturi, observou-se uma diminuicao de 21%. Em se
relacionando esses dois métodos de oxidacdo do Oleo jA mencionados
anteriormente, com excecao da adicdo de agua, verificou-se uma reducao de 11%.
Realizando uma comparagédo intrinseca a cada processo de ozonizagéo, ou seja,

verificando a relagdo do mesmo procedimento de com e sem a adicdo de agua, no



caso da coluna de borbulhamento mostrou um aumento de 13%, ja no caso do
protocolo realizado com o sistema Venturi mostrou uma majoracao de 28%.

No caso dos valores dos indices de pH verificou-se que em comparagao com
o0 6leo de girassol pré ozonizado, todos os valores pertinentes aos procedimentos
de ozonizacdo com e sem a adicdo da agua, ocorreu reducdo dos valores,
realizando a comparacéo com a referéncia 6leo de girassol, nos casos do BCR com
e sem agua resultou numa diminuigdo percentual de 44%, ja no caso do sistema

Vent. com e sem agua 50%.

Tabela 1. Parametros fisico-quimicos dos 6leos de girassol ozonizados, na primeira coluna
esta indicado os métodos de ozonizagdo, bem como também o 6leo na condigdo in natura,
BCR representa o reator coluna de borbulhamento, BCR(H,0O) o mesmo que o0 anterior com
excecdo da adicdo de 10% de agua. A simbologia Vent. representa o método de ozonizagao
do 6leo utilizando o injetor Venturi, j4 o Ultimo significa 0 mesmo do anterior exceto com o

adicional de 10% de agua.

Amostras de Indice de lodo Indice de Viscosidade
7 (g de iodo/100g Peréxido pH
Oleos ! (mPa.s)
de amostra) (meqg/Kg 6leo)
Oleo 21,5+0,50 3,3+0,82 6,91+0,07 54,4+0,44
BCR 8,5+0,28 109,3+0,72 3,88+0,02 58,87+1,07
BCR (H20) 7,1+0,10 123,6+0,35 3,88+0,02 56,3+0,55
Vent. 8,4+0,36 85,5+3,65 3,44+0,01 58,7+0,44
Vent. (H20) 7,1+0,15 109,9+0,74 3,44+0,01 55,37+0,92

Com relacdo a viscosidade de acordo com os dados obtidos na tabela 1,
verificou-se que em relacdo ao 6leo pré ozonizado, em geral mostrou um discreto
aumento da viscosidade, esses valores ndo excederam 11% de diferenca,
especificamente nos casos tanto BCR quanto Vent. ambos com agua, esse

aumento da viscosidade foi menor ainda resultando em 3,5%.



5.3 Andlise Microbiolégica

Os resultados dos valores do halo de inibicdo considerando todos os 6leos
ozonizados, apresentaram em geral efeito microbicida, todas as amostras de 6leo
de girassol ozonizado mostraram a formacdo do didametro de inibicdo atingindo o
meio de cultura com 0s microrganismos, com excecao da candida albicans néo
demonstrando portanto efeito fungicida.

Verificou-se maiores efetividades microbicidas através dos halos de inibi¢ao,
considerando-se tanto o 6leo de girassol processado pelo método usando o reator
coluna de borbulhamento (BCR), bem como também o procedimento utilizando o
circuito fluido-dinamico com injetor Venturi, ambos com o aditivo de 10% de agua,
figura 5. Considerando o microrganismo Candida albicans (C. albicans), os
resultados mostraram o nao efeito fungicida com relagdo aos 4 processos
envolvendo a ozonizagcdo do Oleo de girassol, sugerindo a acdo inerte dos

ozonideos gerados e agregados ao 6leo.
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Figura 5. Analise quantitativa microbioldgica utilizando a técnica do halo de inibicdo, os
microrganismos utilizados foram o Staphylococcus aureus (S. aureus) e Escherichia coli (E.
coli). Os agentes microbicidas foram os 6leos de girassol ozonizados, um através do método
reator coluna de borbulhamento (BCR), o segundo envolvendo o mesmo do anterior com
excecdo da adicdo de 10% de agua (BCR (Agua)). O terceiro estabelecido como o circuito
fluido-dindmico com injetor Venturi (Vent.), e o Ultimo similar ao anterior exceto pelo adicional
de 10% de agua (Vent. (Agua)).



5.4 Caracterizacado do Oleo por espectroscopia infravermelha

Os espectros infravermelhos obtidos das amostras do 6leo de girassol
ozonizados, tanto pelo método do reator coluna de borbulhamento, quanto pelo
processo envolvendo o circuito fluido-dinamico com injetor Venturi, revelaram a
presenca dos compostos ozonideos primarios, pertinentes a banda espectral
localizada em 1100 cm* (figura 6). Verificou-se também a degradacéo por oxidacédo
produzida pelo ozénio, dos compostos do 6leo de girassol in natura localizadas nas
bandas 725, 1650 e 3010 cm?, estas substancias sdo constituidas de moléculas

gue apresentam dupla ligacdo de carbono (C=C).
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Figura 6. Espectros infravermelhos de absorcdo dos 6leos de girassol ozonizados, os
métodos envolveram um com o uso do reator coluna de borbulhamento, e o outro utilizando
um circuito fluido-dindmico com bomba e injetor Venturi para a inser¢gdo do gas ozénio. As
setas A, B e C mostradas no espectro indicam as bandas 725, 1650 e 3010 cm™, que
representam as moléculas do 6leo de girassol constituidas com dupla ligagcdo de carbono
(C=C). A seta indicando a banda em 1100 cm representa no espectro a formacdo dos
ozonideos primarios, que foram gerados durante os processos de ozonizacdo. Para a

visualizac&o do espectro de maneira mais ampla, vide anexo 1.

Foram também obtidos espectros infravermelho dos 6leos de girassol
ozonizados tanto pelo método utilizando o reator coluna de borbulhamento, quanto

também do circuito fluido-dindmico com bomba e injetor Venturi. Para esses dois



procedimentos foram adicionados 10% de agua, como pode ser verificado na Figura
7 a seguir, constatou-se a presenca da banda em 1100 cm, a qual representa a
formacdo do ozonideos primarios. Também verificou-se as indicacdes de
diminuicdo das intensidades das bandas 725, 1650 e 3010 cm™ pertinentes as
moléculas constituintes do Oleo ozonizado, as quais representam moléculas com

dupla ligacéo de carbono (C=C).

—0Oleo BCR(Agua) — Vent.(Agua)

14 4
Ozonideos |
1100cm"\ I

C—o
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Figura 7. Espectro infravermelho de amostras do 6leo de girassol ozonizados pelos métodos
reator colunade borbulhamento (BCR), e circuito fluido-dindmico com bomba e injetor Venturi
(Vent.),ambos com adicdo de 10% de agua. As setas mostradas com as letras A, B e Cindicam
bandas espectrais que representam substéncias do 6leo de girassol, com moléculas
constituidas de duplaligacdo de carbono. A seta que indica a banda localizada em 1100 cm?,
representa a formacado dos ozonideos primérios gerados durante os processos de ozonizagéo

do Gleo de girassol. Para a visualizagdo do espectro de maneira mais ampla, vide anexo 2.



6 DISCUSSAO

As infeccbes da pele sdo um dos principais fatores que afetam o processo de
cicatrizac@o. O problema relativo a resisténcia antimicrobiana levou ao aumento da
pesquisa de produtos naturais com efeitos antimicrobianos para aplicacfes
terapéuticas (DAl et al., 2010).

O ozbnio é um gés instavel que pode reagir por oxidacdo com 6leos vegetais
para produzir 6leos ozonizados, que possuem propriedades antibacterianas e
bioestimulante, e podem ser usados em diversas areas da saude (SERIO et al.,
2016). O oleo da semente de girassol ozonizado, em particular, € um produto com
atividade microbicida de amplo espectro com atividade inibitéria e letal sobre
bactérias gram-positivas e gram-negativas (incluindo cepas resistentes a
antibioticos) e leveduras (DIAZ et al., 2006b). Tem sido demonstrado que o efeito
antimicrobiano é atribuivel ndo apenas aos ozonideos presentes no 6leo ozonizado,
mas também a complexa mistura de compostos oriundos do processo de
ozonizagdo (MENENDEZ et al., 2008).

Neste estudo objetivou-se desenvolver um método diferenciado em termos
de produzir o 6leo vegetal ozonizado, em nosso caso o0 Oleo de girassol, neste
sentido os resultados obtidos evidenciaram a geracdo dos compostos ozonideos,
uma vez que estes apresentam propriedades microbicida. Os parametros que mais
destacaram a presenca dos peréxidos foram o da avaliacdo microbioldgica,
especificada pela medida do diametro do halo de inibicdo, bem como também os
valores quantitativos encontrados dos peroxidos na escala milli-equivalente de
oxigénio ativo por quilograma do 0leo analisado (meqg/Kg). Os resultados espectrais
infravermelhos embora discretos mas visiveis, disponibilizaram informacoes
técnicas tanto da degradacédo das moléculas constituintes do 6leo de girassol, que
apresentam dupla ligacdo de carbono (C=C) especificados nas bandas 725, 1650 e
3010 cm?, como também verificou-se a producdo dos compostos ozonideos
primarios (peroéxidos) localizados na banda 1100 cmt, sendo estes que apresentam

propriedades microbicidas e bioestimulante (SORIANO et al., 2003).



A técnica proposta neste trabalho envolvendo o método de ozonizacdo do
Oleo de girassol, utilizando o sistema fluido-dinamico com bomba e injetor Venturi,
apresentava a expectativa de produzir de maneira mais eficiente os ozonideos
através da oxidagdo do ozbnio, de fato relatos técnico/cientifico envolvendo a
ozonizacdo da agua, mostram resultados comprovados no sentido de evidenciar
sua maior eficiéncia da gaseificacdo do meio liquido em comparacdo ao sistema
reator coluna de borbulhamento. Neste sentido os resultados encontrados neste
estudo em termos da ozonizag¢do do 6leo de girassol, utilizando o circuito fluido-
dindmico com injetor Venturi ndo apresentou maior eficiéncia. De fato, consultando
a literatura técnico/cientifico, que ressalta informacdes envolvendo a gaseificacdo
de 6leos em geral, afirmando que o parametro viscosidade influencia na taxa de
transferéncia da fase gas para a fase liquida, comparando as viscosidades da agua
e Oleos em geral, a diferenca € bem expressiva, enquanto a agua nas condicdes
normais de temperatura e pressdo apresenta valor da viscosidade em torno de
1mPa.s, o 6leo de girassol é 50 vezes maior (~55mPa.s) em comparacdo com a
agua, neste sentido com a viscosidade elevada, as bolhas de gas tem um limite de
dimenséo, ndo conseguindo formar em tamanho diminuto (BEHKISH 2002; LIMA
2018).

A adicdo da agua a 10% junto ao 6leo de girassol, como mistura para ser
submetido ao processo de ozonizagdo, realmente aumenta a producdo dos
ozonideos que sao responsaveis pela acao microbicida do 6leo, de fato, observando
os resultados da viscosidade pés a realizacdo dos dois procedimentos de
ozonizagédo (BCR e Vent.) com agua, verificou-se a diminuigéo dos valores das suas
respectivas viscosidades, em comparacdo com estes mesmos processos sem a
presenca da agua, o que ao menos informa indiretamente apresentar maior
eficiéncia na transferéncia do gas ao meio liquido durante os procedimentos de
0zonizacgao.

Tanto as bactérias gram-negativas E. coli quanto a levedura C. albicans
foram mais resistentes ao 6leo de girassol ozonizado do que S. aureus, pois esses
microrganismos necessitam de preparo com dose de 0zbénio maior para serem

totalmente eliminados. Isso poderia sugerir gue o 6leo de girassol ozonizado, de



forma semelhante ao 0z6nio gasoso, atua de maneira mais eficiente em bactérias
gram-positivas do que em bactérias gram-negativas e fungos (SKALSKA et al.,
2009).

O presente estudo apresentou uma proposta diferenciada em termos de
realizar a producédo de 6leos vegetais ozonizados, especificamente neste estudo
atuou-se com o Oleo de girassol, de fato, a técnica de ozonizagéao envolvendo o uso
do sistema circuito fechado fluido-dinamico com bomba centrifuga e injetor Venturi,
apresentou a capacidade de produzir os compostos ozonideos pertinentes a
aplicacdo medicinal. A vantagem deste aparato com relacédo ao sistema tradicional
usando o reator coluna de borbulhamento (BCR), é que em termos de montagem
de equipamento, este sistema podera ocupar menor espaco, uma vez que o tanque
de armazenamento do 6leo é bem menor em se comparando com o BCR, mesmo
utilizando acessorios como a bomba e o injetor Venturi. Um dos desafios
encontrados neste estudo foi de encontrar um dispositivo eletro-mecanico (bomba),
que permita realizar o escoamento forcado do Oleo de girassol para a sua
ozonizagao, sem resultar em aumento significativo da temperatura da bomba, pois
o fluido 6leo por apresentar bem maior valor da viscosidade em relacdo a agua,
demanda maior energia a fim de produzir o escoamento forcado, neste sentido a
melhor opcéo encontrada foi de utilizar uma bomba do tipo centrifuga, modulada
eletricamente para o seu funcionamento, numa condigéo a 42% relacionada ao valor

nominal de alimentacdo em Volts deste proprio acessorio.



7 CONCLUSAO

Neste estudo constatou-se que o método de ozonizacdo do 6leo de girassol,
utilizando o circuito fluido-dinamico com bomba e injetor Venturi, apresentou a
capacidade de produzir os compostos ozonideos, 0S quais apresentam
propriedades microbicida e bioestimulante.

O sistema desenvolvido para a ozonizacao do Oleo de girassol, utilizando o
aparato circuito fluido-dinamico fechado com bomba e injetor Venturi, mostrou ser
equivalente em comparacgéo ao protocolo tradicional usando o sistema reator coluna

de borbulhamento, em termos de eficiéncia na produc¢ao dos compostos ozonideos.
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