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RESUMO

A molécula de o0z6nio é formada por trés atomos de oxigénio com elevado poder
oxidante, sendo amplamente empregada para diversas finalidades, inclusive
para tratamento terapéutico que inclui a administracdo de ozénio medicinal no
combate a diversas doencas. Desde 2018, a utilizagdo de oz6énio medicinal foi
incorporada como uma prética de medicina complementar e integrativa no
Sistema Unico de Saude (SUS). Contudo, é crucial destacar que a eficacia do
o0zobnio esta intimamente ligada a sua concentracao, uma vez que concentracdes
inadequadas podem resultar em efeitos deletérios ou ineficacia no tratamento.
Neste contexto, a padronizagdo do 6leo ozonizado se torna indispensavel para
assegurar a seguranca do paciente. O objetivo principal deste trabalho consistiu
em desenvolver protocolos para a padronizacdo e caracterizacdo, com isso
foram utilizadas técnicas como cromatografia em fase gasosa acoplada a
espectrometria de massas, ensaios microbioldgicos e citotoxicos. Os resultados
obtidos indicaram que apdés 480 minutos de ozonizacdo em 100 mL de dleo
vegetal de girassol (OG), ocorreu um significativo potencial antimicrobiano,
resultando na formacdo de ozonideos. Esse processo provocou alteracdes
fisico-quimicas no aspecto, cor, odor e na producdo de subprodutos no éleo,
conforme evidenciado pela cromatografia, sendo esta Ultima dependente da
atividade citotoxica/antibacteriana. Os ensaios de atividade antibacteriana e
antifangica, conduzidos por meio dos métodos de "time kill", difusdo em agar e
Concentragdo Inibitéria Minima (CIM), revelaram atividade contra
Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Salmonella choleraesuis,
Pseudomonas aeruginosa, Candida albicans, Aspergillus brasiliensis e
Malassezia furfur. Estes resultados demonstram o potencial terapéutico do 6leo
ozonizado no tratamento de doencas infecciosas. Em sintese, a padronizacéo
do processo de ozonizacdo do 6leo vegetal de girassol revelou-se promissora,
proporcionando um produto com marca da atividade antimicrobiana e potencial
terapéutico, abrindo perspectivas para sua aplicacdo em diversas areas da
medicina.

Palavras-chave: Oleo vegetal ozonizado, O6leo vegetal girassol, 0zbnio,

oleozonioterapia.



ABSTRACT

The ozone molecule is formed by three oxygen atoms with high oxidizing power,
being widely used for various purposes, including therapeutic treatment that
includes the administration of medicinal ozone to combat various diseases. Since
2018, the use of medicinal ozone has been incorporated as a complementary
and integrative medicine practice in the Unified Health System (SUS). However,
it is crucial to highlight that the effectiveness of ozone is closely linked to its
concentration, since inadequate concentrations can result in deleterious effects
or ineffective treatment. In this context, the standardization of ozonized oil
becomes essential to ensure patient safety. The main objective of this work was
to develop protocols for standardization and characterization, using techniques
such as gas chromatography coupled to mass spectrometry, microbiological and
cytotoxic assays. The results obtained indicated that after 480 minutes of
ozonization in 100 mL of sunflower vegetable oil (OG), a significant antimicrobial
potential occurred, resulting in the formation of ozonides. This process caused
physical-chemical changes in the appearance, color, odor and production of by-
products in the oil, as evidenced by chromatography, the latter being dependent
on cytotoxic/antibacterial activity. Antibacterial and antifungal activity assays,
conducted using the "time kill", agar diffusion and Minimum Inhibitory
Concentration (MIC) methods, revealed activity against Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Salmonella choleraesuis, Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans, Aspergillus brasiliensis and Malassezia furfur. These results
demonstrate the therapeutic potential of ozonized oil in the treatment of infectious
diseases. In summary, the standardization of the ozonization process of
sunflower vegetable oil proved to be promising, providing a product with
antimicrobial activity and therapeutic potential, opening up perspectives for its
application in various areas of medicine.

Keywords: ozonized vegetable oil, sunflower vegetable oil, ozone, oleozone

therapy.
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1. INTRODUCAO

O ozobnio (O3), embora tenha sido produzido em laboratério pela primeira
vez em 1839 por Christian Friedrich Schénbein, é uma substancia natural. Sua
descoberta foi um resultado do interesse de Schdonbein em compreender o odor
produzido por certos processos quimicos e elétricos. (MCELROY; FOGAL, 2008).

Durante a primeira guerra mundial (1914-1918) médicos familiarizados com
o O3z e com poucos outros recursos medicos disponiveis na época, aplicaram
topicamente em feridas infectadas e descobriram que o ozbnio ndo apenas
curava a infeccdo, mas também tinha propriedades hemodindmicas e
antiinflamatorias. (SERRA et al., 2023). O oz6nio tem sido utilizado com sucesso
na medicina ha mais de 100 anos devido ao seu potencial microbiolégico.

A crescente preocupacdo com a resisténcia aos microrganismos e aos
antimicrobianos convencionais tem direcionado a atencdo para alternativas
como ozénio. O seu uso na desinfeccdo de ambientes (hospitais, hotéis entre
outros) foi alvo de estudo por Sharma e Hudson (2008) que demonstraram a
eficacia antimicrobiana com este gas. Rangel, Cabral, Lechuga, Carvalho, Villas-
Boas, Midley e De-Simone (2021) determinaram as concentra¢cées minimas de
0z0nio necessarias para controlar e eliminar tanto bactérias Gram-positivas
guanto bactérias Gram-negativas. (SHARMA; HUDZON, 2008; RANGEL et al,
2021).

Conforme Brito Janior, Carneiro, Reis, Oliveira e Dantas (2022) a
ozonioterapia tem sido explorada em varias areas terapéuticas devido as suas
propriedades antimicrobianas e potencial de regeneracgao tecidual.

No Brasil, o sistema de saude publico é robusto e, desde a década de 1980
foram introduzidas as praticas de medicina tradicional, complementar e
integrativa. Em 2018, a ozonioterapia foi incluida como prética integrativa
complementar apresentando diversos beneficios. (SERRA et al., 2023).

Na ozonioterapia, tem utilizado os 6leos vegetais ozonizados devido ser
um método de baixo custo e com resultados eficientes, incluindo a facil
aplicacao do Oleo ozonizado na pele. (UEBELE et al., 2022).

Os oleos ozonizados tem despertado um grande interesse nas esferas

cientifica e clinica devido aos seus potenciais aplicacdes terapéuticas. A
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transformacéo de 6leos vegetais pelo ozénio resulta na formacao de ozonideos
e outros compostos que demonstram liberar lentamente o 0z6nio retido como
ozonideos (MOULYDIA et al., 2018; UGAZIO et al., 2020).

Entretanto, a padronizacdo e caracterizacdo dos Oleos vegetais
ozonizados, € de extrema importancia, tendo em vista que a concentracao de
0z6nio pode tornar o Oleo ineficaz pela baixa concentracdo, ou torna-lo téxico,
devido ao excesso de o0zdnio aplicado, formando componentes como
formaldeido, toxico para microrganismos e também ao ser humano (UGAZIO et
al., 2020).

Assim, esta pesquisa visa a padroniza¢do do 6leo vegetal ozonizado e suas
potencialidades antimicrobianas o qual trara avancos significativos no campo da

ozonioterapia, com segurancga para uso medicinal.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1. Ozbnio

Na historia da descoberta da molécula do ozbénio, com contribuicdes de
varios estudos, sempre foi referéncia o quimico alemao Christian Friedrich
Schonbein, porém, o primeiro quimico a detectar sensorialmente o gas de 0zonio
foi Van Marum em meados de 1785. (RUBIN, 2001).

O o0z6nio é uma forma alotropica triatdmica de oxigénio (Oz) e possui odor
unico, com caracteristica oxidante e instavel, sendo até 10 vezes mais soluvel
em &gua comparado ao oxigénio (O2). Sendo uma molécula que se decompde
naturalmente devido a sua alta reatividade e instabilidade, seu armazenamento
é dificultado. (BRITO JUNIOR et al., 2022).

O fisico Werner Von Siemens prop6s o primeiro sistema de geracao de
0z0nio por descarga elétrica em 1857. Ele demonstrou que o 0z6nio poderia ser
produzido através de oxigénio passando através de um espaco anular entre dois
cabos coaxiais cilindricos de vidro, conforme mostra na (Figura 1). (PEKAREK,
2008).

Qzonized

Figura 1 Gerador de oz6nio proposto por Werner Slemens

Fonte: PEKAREK:;2008

O uso do oz6nio na medicina tem uma histéria interessante. Inicialmente

utilizado pelos médicos alemaes durante a Primeira Guerra Mundial para
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desinfetar feridas, o oz6nio foi gradualmente explorado em diversas aplicagdes
médicas. (ROWEN, 2018).

Nos ultimos anos, tem houve interesse crescente na literatura cientifica
sobre as propriedades, a fim de compreender melhor os mecanismos béasicos de
acao que sustentam seus efeitos sistémicos no sangue e tecidos humanos (DE
SIRE et al., 2021).

A terapia com ozdnio tem sido utilizada e fortemente estudada por mais de
um século (ROSA et al, 2023). As infeccbes bacterianas continuam a
representar uma ameaca a saude em muitos ambientes institucionais e
comunitarios, e edificios danificados, sendo frequentemente relatadas
epidemias. (ROSA et al., 2023).

Segundo Sharma e Hudson (2008) estudaram a atividade antimicrobiana
do 0z6nio em diversos microrganismos (Tabela 1), sugerindo a substituicdo de
métodos convencionais de vaporizacdo de formaldeido, &cido peracético,
clorexidina, formulacdes com peroxido de hidrogénio, os quais possuem
desvantagens inerentes incluindo alto custo por gas ozbnio. (SHARMA;
HUDSON, 2008).

Tabela 1 Suscetibilidade bacteriana ao gas ozénio.

Fonte: (SHARMA; HUDSON, 2008).

Suscetibilidade bacteriana ao gas ozénio

Reducéo Log10 em UFC*

Bactérias Gram-positiva ATCC Amostra Umida Amostra seca
Bacillus cereus 11778 >3.1 >3.1
Bacillus spizizenii 6633 >3.2 >3.2
Clostridium difficile 43593 >4.0 >4.0
MRSA Isolados clinicos >3.0 >3.0
Methicillin-sensitive Isolados clinicos >25 >25
Staphylococcus aureus

Propionibacterium acnes 11827 24 24
Streptococcus pyogenes 12384 24 24
Bactérias Gram-negativa

Acinetobacter baumannii 19606 >4 24
Enterococcus faecalis 51299 >3 >3
Escherichia coli 25922 >3.1 >3.1
Haemophilus influenzae 19418 24 24
Klebsiella pneumoniae 10031 =4 24
Legionella pneumophila 33152 24 >4
Pseudomonas aeruginosa 27853 =4 24
Bactérias 4cido resistente

Mycobacterium smegmatis 14468 >2.7 >27

*Unidade formadora de colbnias.
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De acordo com (ELVIS et al.,, 2011) e seus colaboradores a acéo
antibacteriana ocorre por inativacdo de bactérias, virus, fungos, leveduras e
protozoarios, estimulacdo do metabolismo do oxigénio e ativagcdo do sistema
imunolégico. Segundo (ABELAN et al, 2020) o ozbnio ataca diretamente os
microrganismos, resultando em uma esterilizacdo segura, rapida e econdémica.

O ozdbnio tem um potencial oxidante significativamente alto em comparacéao
com outros agentes oxidantes como o peroxido de hidrogénio, cloro gasoso e
oxigénio conforme (Tabela 2). Esse alto potencial oxidante torna-se o 0zoénio
eficaz na reacdo com varias substancias, o que o torna util na inativacdo de

microrganismos e na remoc¢ao de contaminantes. (XUE et al., 2023).

Tabela 2 Agentes oxidantes e seu potencial de oxidacao.

Fonte: (XUE et al., 2023).

Agente Oxidante Potencial Oxidante (V)
Flaor 3.06
Ozonio 2.07
Perdxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,67
Diéxido de cloro 15
Acido Hipocloroso 1,49
Gas cloro 1,36
Oxigénio 1.23

A ozonioterapia é a técnica que se utiliza do gas ozb6nio e seu potencial
antioxidante para fins terapéuticos no organismo. O ozénio terapéutico é uma
mistura de no maximo 95% de oxigénio e 5% de ozbnio de acordo com
(REZENDE et al.,, 2023). Auxilia na cicatrizacdo, aumenta a capacidade
bactericida, reduz o edema, diminui a lesdo isquémica e o0 tempo de
consolidacéo das fraturas. (ANZOLIN et al., 2018).

2.2 Rea¢&o Quimica do Ozoénio e Oleo Vegetal
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Os Oleos vegetais sdo, em sua maioria, compostos por triglicerideos
(SARKAR et al., 2017), que séo ésteres de glicerol com acidos graxos. Esses
acidos graxos podem ser classificados como saturados ou insaturados,
dependendo da presenca ou auséncia de ligacdes duplas entre os atomos de

carbono na cadeia, conforme demonstrado na (Figura 2). (DUPAIN et al., 2007).
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Figura 2 Estrutura Molecular de Oleo Vegetal.

Fonte: DUPAIN et al., 2007

Os &cidos graxos derivados desses Oleos vegetais, podem oferecer
beneficios funcionais no tratamento da inflamacéo da dermatite, seja irritante ou
alérgica. Os mesmos acidos graxos possuem ligacdes simples estaveis e menos
faceis de oxidar, que conferem firmeza as paredes celulares. (POLJSAK et al.,
2022).

As propriedades antimicrobianas dos acidos graxos insaturados,
saturados, e seus monoglicerideos previnem e tratam o crescimento microbiano
da pele, inflamacéo e ruptura da barreira. (VERALLO-ROWELL et al., 2016).

A 4gua e 0leo ozonizado tém sido amplamente utilizados no tratamento de
doencas inflamatdrias e infecciosas da pele, pois podem aliviar rapidamente
sintomas como prurido e edema, mitigando a gravidade da doenca. (ZENG et
al., 2020).

Além disso, o 6leo ozonizado, derivado desse conhecimento, tem sido

empregado desde a década de 1930 para tratar infec¢cdes bacterianas da pele e
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é ainda amplamente utilizado em areas como dermatologia e odontologia para o
tratamento de lesdes infectadas. (GRANDI et al., 2022).

Os oOleos vegetais como o 6leo de jojoba, sdo amplamente utilizados em
tratamento como: disturbios de pele e couro cabeludo, feridas superficiais,
crescimento do cabelo (GAD et al., 2021) como nos casos das terapias capilares.
Sao produzidos pelas plantas como fonte de energia, sendo a maior
concentracdo presente em sementes e frutos. (YARA et al., 2017).

Ja Oleos vegetais ozonizados tém despertado interesse significativo na
aplicacéo clinica, especialmente no tratamento de distdrbios dermatoldgicos,
como infec¢des de Ulceras na pele e feridas crénicas. Eles demonstraram
resultados promissores, principalmente no tratamento de feridas refratarias, ou
seja, aquelas que ndo respondem bem a tratamentos convencionais ou
medicamentos disponiveis. (ALMEIDA et al., 2016).

O uso terapéutico do oz6nio é reconhecido em varios paises, sendo Cuba
um dos pioneiros na implementacdo dessa terapia nos servicos de saude
publicos ha mais de duas décadas, conforme estudo de (OLIVEIRA, 2007). A
OLEOZONP® é um medicamento terapéutico desenvolvido a partir de a reacéo do
0z6nio com Oleo vegetal de girassol. O processo foi desenvolvido na Ozone
Centro de Pesquisa — Centro Nacional de Pesquisa Cientifica de Cuba
(SKALSKA et al., 2009).

Os Oleos vegetais ozonizados apresentam uma vantagem significativa
sobre o 0zbnio gasoso e a agua ozonizada, pois sdo faceis de serem
preservados, aplicados e com varios estudos que demonstram a eficacia
antimicrobiana. (SARKAR et al., 2017).

As primeiras evidéncias sobre o uso clinico de Oleos o0zonizados
apareceram pela primeira vez na literatura cientifica em 1859. Os produtos de
oxidacdo gerados apds a reacdo do ozbnio com &cidos graxos e outros
substratos podem atuar como germicida, imunoestimulante e agente de
restauracao tecidual. Estima-se que a eficacia e seguranca esteja intimamente
ligada ao controle de qualidade. (MARTINEZ-SANCHES, 2021).

A reacdo do ozénio com 6leos vegetais ocorre quase que exclusivamente
com a dupla ligacdo entre o carbono-carbono presentes nos &cidos graxos
insaturados conforme (OLIVEIRA; WOSCH, 2012) e seus colaboradores. Essa
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reacdo do 0zdnio com 6leos vegetais, conhecida como ozondlise, pode resultar
na formacdo de varios compostos oxigenados, incluindo hidroperoxidos,
ozonideos, aldeidos, peroxidos e dipoliperdxidos. (SADOWSKA et al., 2008).

Em meados de 1904, Carl D. Harries (1866—1923) introduziu o 0z6nio para
a clivagem oxidativa de multiplas ligagcdes duplas em hidrocarbonetos. Onde
estabeleceu aspectos mecanisticos para determinar as estruturas de compostos
organicos utilizando a ozondlise, resultando no mecanismo unificado de
ozondlise de Criegee. (HASSAN et al., 2021).

A reacdo do ozonio com as ligagbes duplas em hidrocarbonetos produz
intermediérios-chave, instaveis, mas significativos, denominados intermediarios
de Criegee, birradicais ou zwitterions de Criegee (referidos também como
peroxidos zwitteribnicos ou oxidos carbonilicos), conforme mostra a (Figura 3).
(HASSAN et al., 2021)
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Figura 3 Mecanismo de ozondlise de proposto por Criegee

Fonte: (HASSAN et al., 2021).

O mecanismo proposto por Criegee € um processo de reacdo sequencial
gue envolve trés etapas. Primeiramente, ocorre a adicdo de ozénio a ligacédo
dupla, resultando na formag¢do de um ozonideo primario. Em seguida, ocorre a
dissociacdo desse ozonideo em um composto carbonilico e um oOxido

carbonilico, essas duas espécies entdo se recombinam com uma orientacao
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invertida para formar o ozonideo secundario, que é termodinamicamente
relativamente estavel e isolavel. (HASSAN et al., 2021).

A presenca do oxido carbonilico, formado na fragmentacdo do ozonideo,
foi comprovada por aprisionamento com alcoois, que prontamente reagem como
nucledfilos para formar hidroperéxidos. A clivagem oxidativa ou redutiva dos
ozonideos resultantes produz aldeidos, cetonas, alcoois ou acidos carboxilicos
correspondentes. (HASSAN et al., 2021).

Exemplo de mecanismo de ozondlise de olefinas pode ser observada pela
(Figura 4), em que a molécula eletrofilica de 0zénio reage com a dupla carbono-
carbono, resultando na formacao de um intermediério ciclico instavel chamado
ozonideo inicial. Na auséncia de qualquer solvente participante, esse
intermediario conduz a formacéao de 1,2,4-trioxolano e um oligbmero de peroxido.
(SORIANO et al., 2003)
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Figura 4 Mecanismo de ozondlise de olefina

Fonte: (SORIANO et al., 2003)

Entretanto, antes da reacado, segundo Radzierska-Kazmierczak, Smigielski,
Sikora, Nowak, Plucinska, Kunicka-Styczynska e Czarnecka-Chrebelska (2021),
observaram que os principais compostos do 6leo vegetal eram os acidos graxos
(Figura 5), enquanto ap6s a passagem do ozénio pelo 6leo, novos compostos
foram formados (Figura 6). (RADZIMIERSKA-KAZMIERCZAK et al., 2021).
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Figura 5 (CG-MS) de uma amostra de azeite refinado.

Fonte: (RADZIMIERSKA-KAZMIERCZAK et al., 2021)
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Figura 6 (CG-MS) de uma amostra de azeite refinado ozonizado.
Fonte: (RADZIMIERSKA-KAZMIERCZAK et al., 2021).

Assim, na presenca de 6leos 0 0zonio quebra as ligacdes duplas entre os

atomos de carbono das moléculas lipidicas, resultando em novas moléculas
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estaveis, como cetonas e aldeidos e espécies instaveis, como peroxido de
hidrogénio e radicais conforme (Figura 7). (GUINESI et al., 2011).

}(:_ :>< + Perbxidos

/ Fron'u:ta de rearranjo
( . o :::l %

R : ]
5—< _.- Pl‘ﬂ LT : ";/FJ\! “\I’ >/ + Ozonideos poliméricos
I U 3 i )
]
Hidroperdxidos

Figura 7 Mecanismo de Criegee para reacfes de ozénio com ligacdo dupla
carbono-carbono.

Fonte: Adaptado (ALMEIDA et al., 2013)

Os Oleos vegetais com 0z6nio conduzem a criacdo de um reservatorio no
gual os compostos gerados pela reacao do ozénio/éleo séo liberados lentamente
na pele, o qual diminui os efeitos téxicos do gas ozénio. (UGAZIO et al., 2020).

Entretanto, os hidroperdxidos podem ser instaveis e propensos a se
decompor em fragmentos carbonilicos, resultando na formacao de cetonas,
epoxidos, acidos carboxilicos ou éteres, por isso a importancia do controle na
ozonizacdo. Onde essa oxidacdo secundéria pode alterar as propriedades
sensoriais e a qualidade dos 6leos e gorduras, muitas vezes levando a producéo
de sabores e odores indesejados. (LEDEA-LOZANO et al., 2019).

O presente trabalho padronizacdo e caracterizacdo do ozbénio em oOleo
vegetal de girassol, sendo de grande importancia terapéutica que pode favorecer
a toda classe médica, terapeutas capilares, tricologistas, veterinarios entre
outros profissionais. Sendo uma alternativa interessante para uso topico de
origem vegetal, livre de conservantes, fragrancias que podem ocorrer incidéncias

alérgicas agravando ainda mais o tratamento de vérias doengas de pele. Desta
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forma, os achados nesta pesquisa servirdo como uma nova op¢ao de tratamento
para Vvarios tipos de doengas de pele e direcionamento para o couro cabelo,
onicomicose, psoriase, rosacea, acne entre outras.

O estudo envolveu a atividade dos microrganismos a seguir:

a) Staphylococcus aureus

E uma bactéria do grupo dos cocos Gram-positivos que faz parte da
microbiota humana, mas que pode provocar doencas que vao desde uma
infecgdo simples, até as mais graves, como pneumonia, meningite entre outras.
Essa bactéria foi uma das primeiras a serem controladas com a descoberta dos
antibioticos. (SANTOS et al., 2007).

As infec¢Bes cutaneas causadas por S. aureus podem ser primarias ou
secundarias. Sendo primaria impetigo, foliculite, furinculos e abscessos
primarios. E as secundarias sdo aquelas que ocorrem como consequéncia de
uma lesdo cutanea pré-existentes incluem impetiginizacdo, abscessos
secundarios, linfangite, celulite e infec¢do secundaria de feridas. (DEL, 2020).
b) Escherichia coli

E um bacilo Gram-negativo comumente parte da flora intestinal saudavel.
No entanto, algumas cepas patogénicas de E. coli podem causar uma variedade
de doencas, tanto no trato intestinal quanto fora dele. (MUELLER; TAINTER,
2023).

E considerada o agente causador de onfalite neonatal, celulite localizada
em membros inferiores e superiores, fasceite necrosante, infeccdes de sitio
cirurgico, infecgdes apds queimaduras e outras. Mostra-se um importante agente
causador, uma vez que foi a terceira espécie isolada mais prevalente, precedida
apenas por S. aureus e Pseudomonas aeruginosa. (PETKOVSEK et al., 2009).
c) Salmonella choleraesuis

E um bacilo Gram-negativo flagelado responsavel pela febre tifide, uma
doenca sistémica bacteriémica que pode resultar em uma infeccéo prolongada,
frequentemente acompanhada por diarreia leve. No entanto, a localizagdo da
salmonella na pele apresenta-se como ulceracdo cutanea é considerada um
evento raro. (MARZANO et al., 2003).

A dermatite pustulosa causada por Salmonella Stanley desenvolveu-se no
braco de um veterinario apos o parto de um bezerro bovino morto. O veterinario

ndo desenvolveu nenhum sintoma sistémico e se recuperou totalmente. Este é
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0 Unico relato de infec¢do cutdnea causada por esse organismo. (LAZARUS et
al., 2007).
d) Pseudomonas aeruginosa

E um bacilo Gram-negativo que estd mais frequentemente associado a
infeccbes oportunistas, mas que também pode se apresentar em pacientes
saudaveis. A gama de infeccBes varia desde, localizadas na pele até doencas
sistémicas potencialmente fatais. Muitas infecgcbes por P. aeruginosa sé&o
marcadas por manifestacdes cutaneas caracteristicas. (WU et al., 2011).

As infeccdes cutaneas que ela desencadeia, como a sindrome da unha
verde, foliculite, otite externa e outras, S80 notaveis por sua ocorréncia em
ambientes especificos, muitas vezes associados a umidade ou agua parada.
(SPERNOVASILIS et al., 2021)

e) Candida albicans

E um fungo comensal comum que coloniza a cavidade orofaringea, o trato
gastrointestinal e vaginal e a pele de individuos saudaveis. Em 50% da
populacéo, C. albicans faz parte da flora normal da microbiota. (TALAPKO et al.,
2021).

Embora a maioria das pesquisas sobre a patogénese da C. albicans tenha
sido focada nas mucosas oral e vaginal, onde pode causar infeccdes como
candidiase oral ou vaginite por candida, hd menos conhecimento sobre a invaséo
da pele por esse fungo. (KUHBACHER et al., 2017).

f) Aspergillus brasiliensis

As espécies de Aspergillus, como brasiliensis, niger e tubingensis, sao
fungos comuns encontrados no solo, ar e materiais vegetais. Eles tém a
capacidade de produzir varios compostos, como nafto-gama-pironas, tensidol A
e B, e pirofeno. (VARGA et al., 2007).

Algumas espécies de Aspergillus podem causar infec¢cdes cutaneas,
resultando em condi¢gdes como onicomicose, incluindo tipos especificos como
onicomicose subungueal lateral distal e proximal, otomicose e aspergilose
cutanea. (MERAD et al., 2021)

g) Malassezia furfur
Séo leveduras basidiomicéticas que dependem de lipidios e sdo comuns

na pele e mucosas de seres humanos e outros animais de sangue quente,
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desempenhando um papel fundamental no microbioma da pele. (BART et al.,
2018).

E o agente causador da pitiriase versicolor. Também parece estar
associada a dermatite seborreica e a formacéo de caspa, foliculite, papilomatose
confluente e reticulada, inclusive h&a evidéncias que sugerem uma possivel
relagcdo com a provocacao de lesdes psoriasicas. (SCHMIDT et al., 1997).

Uma variedade de métodos laboratoriais pode ser utilizada para avaliar a
atividade antimicrobiana in vitro de composto, sendo 0 mais conhecido e basico
0 método de difusdo em agar. Entre outros métodos para estudar profundamente
o efeito microbiano sdo recomendados métodos como time kil e CIM
(Concentracao inibitéria minima). (BALOUIRI et al., 2016).

O uso de animais em testes laboratoriais tem sido objeto de preocupacéo
ética e regulatéria, resultando em um aumento na busca por métodos
alternativos, como ensaios in vitro, para avaliar a seguranca. O ensaio de
citotoxicidade in vitro, é frequentemente o primeiro teste realizado. Esse teste
avalia o impacto do produto a ser testado sobre as células em cultura,
proporcionando informacdes valiosas sobre a toxicidade potencial. (ROGERO et
al., 2003).

2.0BJETIVOS

2.1. Objetivo Geral
Padronizar e caracterizar a potencial atividade antimicrobiana do 6leo

vegetal de girassol ozonizado

2.2. Objetivo Especifico

e Preparar o 6leo vegetal de girassol ozonizado a partir do 6leo vegetal de
girassol preservado em tempos de 100, 240 e 480 minutos.

e Caracterizar o 0leo vegetal girassol ozonizado por cromatografia gasosa
acoplado a espectrometria de massas.

e Avaliar as propriedades fisico-quimicos do 6leo vegetal de girassol
ozonizado como: indice de acidez, indice de perdxido e indice de iodo.
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e Avaliar a eficacia microbioldgica por meio dos ensaios: difusdo em agar,
time-kill e CIM frente diferentes microrganismos: Staphylococcus aureus ATCC
6538, Escherichia coli ATCC 8739, Salmonela choleraesuis ATCC 10708,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Candida albicans ATCC 10231,
Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 e Malassezia furfur ATCC 14521.

e Avaliar a citoxicidade celular.

3. MATERIAL e METODOS

3.1. Reagentes

e Oxigénio Medicinal — (Oxitab)

e Hidréxido de Potassio 0,1 mol/L (Synth)

e Acido Sulfarico 1 mol/L (Synth)

e Hexano (Synth)

e Hidréxido de Potassio 2 mol/L (Synth)

e Etanol Etilico Refinado Neutro Hidratado 96°GL (D.A Alcool)
e Acido Acético Glacial (Synth)

e Cloroformio (Synth)

¢ lodeto de Potassio (Synth)

e Tiossulfato de Sodio 0,1 N (Synth)

e Amido (Casa Americana)

e Solucdo Wijs (lodo + Acido Acético) — Synth
e Lauril Eter Sulfato Sodio (Volp)

e Vermelho Neutro (Synth)

e Caldo Sabouraud (Hexis)

e Solucao Salina (Plastlabor)

e Meio triptona de soja (TSA)

e Caldo Neutralizante (Hexis)

3.2. Equipamentos

e PHILOZON® MEDPLUS modelo ONE
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e GC-2010, equipado com amostrador automatico modelo Combipal AOC
6000 e detector espectrometro de massa com um analisador do tipo triplo
quadrupolo modelo TQ 8050

e Agitador Magnético Vortex

e Centrifuga Fanem Baby® 206

* Balanca analitica modelo AY220 Shimadzu®

e Capela de fluxo laminar

e Estufa Fanem

e Banho maria

3.3. Preparacdo do Oleo Vegetal de girassol ozonizado (OGO)

O OGO foi produzido através de um gerador de ozb6nio PHILOZON®
MEDPLUS modelo ONE, na concentracdo de 60 pg/mL a partir do oxigénio
medicinal fornecido pela empresa Oxitab®. A pressao de trabalho foi empregada
2 kgf/cm?, com fluxo de gas de 1L/min. O ozénio gerado ficou imergindo através
de uma mangueira de silicone acoplada a uma pedra porosa Acquap® e imerso
em 100mL de Oleo vegetal de girassol (OG) armazenado em um kitassato de
250mL. O processo de imersdo de oz6nio foi padronizado em trés tempos
destintos, sendo 100 minutos, 240 minutos e 480 minutos.

3.4. Cromatografia Gasosa acoplado a espectrometria de massas (GC-
MS)

Para analise das amostras do 6leo, foi utilizada a cromatografia gasosa
acoplada a espectrometria de massas em Série GC-MS/MS, (Gas
Chromatography Tandem Mass Spectrometry modelo GC-2010), equipado com
amostrador automatico modelo Combipal AOC 6000 e detector espectrémetro
de massa com um analisador do tipo triplo quadrupolo modelo TQ 8050
Shimadzu.

O gas de arraste usado foi 0 hélio (99,999% pureza) a uma taxa de fluxo
constante de 1,30 mL min~'. A temperatura do injetor de 250 °C e 1 yL da foram
injetados a uma pressao de 300 kPa no modo split, com uma taxa de divisdo da
amostra de 1:10. Para a separacdo dos compostos foi utilizada uma coluna
capilar Rtx®-5MS (30 m x 0,25 mm x 0,25 um) (Restek, Bellefonte, PA, EUA),
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empregando uma rampa de temperatura iniciando em 80°C e permanecendo
nesta temperatura por 1 min, seguido por uma taxa de aquecimento de 10 °C
min~"! até 180°C.

Por fim, o forno foi aquecido até 330°C a 7 °C min't, com tempo total de
andlise de 32,43 min. A ionizacdo dos compostos foi realizada por impacto de
elétrons (El) com energia de 70 eV. As temperaturas da interface e da fonte de
ions foram 280°C e 230°C, respectivamente. As determina¢des foram realizadas
no modo varredura, na faixa entre 50 a 500 m/z. A manipulacéo do equipamento,
coleta e tratamento de dados foram realizados pelo software GCMS solution,
versao 4.45 SP1 (Shimadzu).

Para determinacdo do perfil graxo, foi realizado a pesagem em uma
balanca analitica a aliquota de 30 mg de dOleo, seguido de adicdo de 500 mL de
hidréxido de potassio 0,1 mol/L. A solucédo ficou por 1h30m em banho maria a
60°C, seguido da adicdo de 1,5 mL de acido sulftrico 1 mol/L em banho maria a
60°C. Em seguida foi realizado o resfriamento ambiente e adicionou-se 2 mL de
hexano, agitou e esperou a separacao das fases. Apds o procedimento, a
aliquota de hexano foi injetada no GC-MS/MS.

Para andlise de perfil insaponificavel foi realizado uma derivatizacéo, para
transformar os &cidos graxos em ésteres, com melhores propriedades
cromatograficas. Uma pesagem de ambos os 6leos de 500 mg em uma balanca
analitica, adicionou 5 mL de hidroxido de potassio 2 mol/L em etanol, mantendo
em banho maria durante 60 minutos a 80°C. Apds resfriar foi adicionado 2mL de
agua e 8 mL hexano, mantido sob agitacdo por 2 minutos em agitador vortex e
mais 5 minutos em centrifuga. Apds todo o procedimento a aliquota de hexano

foi injetada no GC-MS/MS para analise.

3.5. Andlise fisico-quimica

indice de acidez

Foi realizada uma pesagem na balanca analitica Shimadzu® modelo
AUY220 de uma aliquota de 2 g da amostra em um Erlenmeyer de 250 mL. Apés
foi adicionado 25 mL de &lcool etilico hidratado refinado neutro 96°GL e

homogeneizado durante 1 minuto. Em seguida foi adicionado 2 gotas do
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indicador fenolftaleina a 1%. Foi realizado a titulacdo com a solugéo hidroxido de
sédio 0,1 mol/L até o aparecimento da coloracdo rosea, até a mesma persistir

por 30 minutos. O indice de acidez foi calculado baseado na formula:

indice de acidez=v x f x 5,61
P

v = volume de solucao de hidréxido de sodio 0,1 M titulado (mL).
f = fator da solugéo de hidroxido de sddio

P = peso da amostra (g)

indice de peroxido

Em um erlenmeyer com rolha foi adicionado 0,5 g da amostra, adicionado
10 mL da solucdo acido acético/cloroférmio (3:2), homogeneizado durante 1
minuto. Apos foi adicionado 1 mL de solucao de iodeto de potassio (14 gramas
de iodeto de potassio e 8 mL de 4gua desmineralizada), agitando por 1 minuto a
temperatura ambiente e depois por mais 30 min a 60°C. Apdés o qual foi
adicionado 25 mL de 4gua desmineralizada e homogeneizado durante 1 minuto.
A solucao foi titulada com a solucdo de tiossulfato de sodio 0,1 N até que a
coloracdo amarela tenha desaparecida sob constante agitacéo.

Em seguida foi adicionado 1mL de solu¢do de amido indicadora a 1% (1
parte de amido e 99 partes de agua desmineralizada aquecida a 60°C) e
continuou a titulagdo até que o desaparecimento da colora¢gdo azul. Preparou-se
uma prova em branco nas mesmas condi¢fes de titulacdo. O indice de peroxido

foi calculado baseado na formula:

indice de peroxido =  (A-B) xNxfx1000
(mEq /1000g da amostra) P

A = volume de solucéo tiossulfato de soédio 0,1 N gasto na titulacdo da
amostra (mL)
B = volume de solucdo tiossulfato de sodio 0,1 N gasto na titulagdo do

branco (mL)
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N = normalidade da solugdo tiossulfato de sodio f = fator da solucéo
Tiossulfato de Sédio

P = peso da amostra (g)

indice de lodo

Foi realizada uma pesagem na balanca analitica Shimatzu® modelo
AUY220 de uma aliquota de 0,25 g em um frasco erlenmeyer de 500 mL com
tampa e adicionado 10 mL de tetracloreto de carbono. Apds, foi adicionado 25
mL de solucé&o wijs (1,3% lodo + 75% acido acético + agua desmineralizada
g.s.p). O frasco foi tampado e agitado cuidadosamente em movimentos de
rotacdo, apds o qual permaneceu em repouso ao abrigo da luz e a temperatura
ambiente por 30 minutos. Em seguida, foi adicionado 10 mL de iodeto de
potassio a 15% e 100 mL de agua desmineralizada. Apos foi realizado a titulacao
com tiossulfato de sédio 0,1 mol/L até o aparecimento de uma fraca coloracao
amarela. Foi adicionado 2mL de solucéo indicadora de amido 1% e continuou a
titulacdo até o completo desaparecimento da cor azul. O indice de iodo foi

calculado baseado na formula:

indice de lodo = (VB - VA) x M x 12,68 =
P

M = molaridade da solucéo tiossulfato de sédio

VB = volume na titulacdo do branco (mL)
VA = volume na titulacdo da amostra (mL)

P = peso da amostra (g)

3.6. Ensaios microbioldgicos
3.6.1. Cepas

Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739,
Salmonela choleraesuis ATCC 10708, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 e
Malassezia furfur ATCC 14521.
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3.6.2. Difusdo em &gar (Pour-Plate)

E um método fisico, no qual um microrganismo é desafiado contra uma
substancia biologicamente ativa em meio de cultura sélido e relaciona o tamanho
da zona de inibicdo de crescimento do microrganismo desafiado. (PINTO et al.,
2003).

A avaliacéo da atividade antimicrobiana foi baseada no método do Instituto
Nacional de Controle de Qualidade a Saude, Fiocruz, INCQS 65.3210.006.

Cepas avaliadas: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli
ATCC 8739, Salmonela choleraesuis ATCC 10708, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC
16404 e Malassezia furfur ATCC 14521.

Preparo do In6culo

Foram realizados o repique de cada uma das culturas em placas de Petri
estéreis contendo o meio adequado com o auxilio de alca de platina. Em seguida
as placas de Petri foram incubadas na temperatura de (35+/-2) °C a 24 horas
para bactérias e (25+/-2) °C por 5 dias para leveduras. Apos o periodo de
incubacg&o cada microrganismo foi suspenso em caldo TSB com auxilio de uma
alca de platina, com excecdo as leveduras que foram suspensos em caldo
Sabouraud dextrose.

Diluiu-se 1,0 mL da suspenséo até a diluicdo 107, utilizando frascos com 9
mL de solugdo salina estéril. Pipetou-se 1,0 mL das diluicées 10°, 10, 10" em
placas de Petri estéreis. Utilizou o meio de cultura adequado previamente
fundido e mantido em banho-maria a temperatura de (45+/-2) °C nas placas
contendo as diluicdes. Apos a solidificacéo as placas foram incubadas invertidas
por 48 horas em estufa de acordo com as temperaturas sendo (35+/-2) °C para

bactérias e (25+/-2) °C para leveduras.

3.6.3. Time-kill (tempo de morte)

O ensaio mostra uma concentragao ou efeito de teste dependente do tempo

de agentes antimicrobianos em cepas de microrganismos. Determina os agentes
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antimicrobianos como bacteriostaticos / fungistaticos ou bactericidas / fungicidas.
(ADUSEI et al., 2019).

O método de avaliacdo que utilizado foi seguindo ASTM International
E2315-16 (Guia padréao para avaliacao da atividade antimicrobiana usando um
procedimento time-kill) e Guia ABIHPEC de Microbiologia — Controle
Microbiologico na Industria de Higiene Pessoal, Perfume e Cosméticos. 2015.

Cepas avaliadas: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli
ATCC 8739, Salmonela choleraesuis ATCC 10708, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Candida albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC
16404.

Preparo do In6culo

As cepas foram repicadas sobre a superficie de Agar TSA e incubadas a
(35 +/-2) °C por 24horas e foi denominado R1. A partir do crescimento obtido na
R1, foram novamente repicadas e incubados a (35 +/-2) °C por 24 horas e foi
denominado R2. A partir do crescimento obtido na R2 foram utilizadas para os
testes, incluindo os controles de toxicidade do neutralizante e eficacia da
neutralizacao.

Foi utilizada a suspensdo de cada microrganismo na concentracdo 108
UFC/mL, para bactérias e de 10° UFC/mL para as leveduras. Em seguida o
inéculo de cada microrganismo foi adicionado ao neutralizante nas mesmas
condi¢cbes usadas no teste da amostra, substituindo-se a quantidade de amostra

por agua.

Avaliacao de Toxicidade do Caldo Neutralizante

Em um tubo de ensaio contendo 8 mL de caldo neutralizante e 1 mL de
agua estéril, adicionou-se 1 mL da suspenséo de in6culo contendo 104 a 10°
UFC/mL.

Em outro tubo de ensaio, foi adicionado 9 mL de agua estéril e 1 mL do

in6culo, como o controle, foram homogeneizadas e mantidas a (35 +/-2) °C por
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5 minutos. Apos incubacao 0,1mL de cada mistura foi diluida em 9,9 mL de caldo
neutralizante e homogeneizadas.

Em seguida foi realizado o plagueamento 1 mL do contetdo de cada tubo
pela técnica de pour plate em agar TSA para bactérias e agar Sabouraud para
leveduras. As placas foram incubadas a (35 +/-2) °C por 48 horas bactérias e (25
+/-2) °C por 5 dias leveduras. Apés a incubacéo foram realizados a contagem. O

experimento foi realizado em duplicata.

Eficacia da Neutralizagdo

Em 4,9 mL do produto OGO foi adicionado 0,1 mL de agua estéril. Essa
mistura foi homogeneizada e incubada em banho-maria a (35+/-2)°C por 2
minutos. Apds a incubacéo foi retirada uma aliquota de 0,1 mL e colocado em
um tubo contendo 9,8 mL de caldo neutralizante.

O tubo foi homogeneizado e mantido a (35+/-2) °C por 5 minutos. Em
seguida é adicionado 0,1 mL do in6culo contendo 10* a 10° UFC/mL. O tubo foi
homogeneizado e mantido a a (35+/-2) °C por 30 minutos. Apés esse tempo 0,1
mL desta mistura foi adicionado em 9,9 mL de &gua estéril. O plagueamento foi
realizado com 1 mL do conteldo de cada tubo pela técnica de pour plate em
agar TSA para bactérias e em agar Sabouraud para leveduras. Em seguida as
placas foram incubadas a (35+/-2) °C por 48 horas para bactérias e (25+/-2) °C

5 dias para leveduras. Apés a incubacéo realizou-se as contagens.

Avaliacéo da atividade antimicrobiana da amostra

Foram inoculados 1 mL da suspenséo padrédo de bactérias contendo 102 a
10° UFC/mL e leveduras 10° a 107 em 49mL de amostra. Para controle do inoculo
foi realizado a mesma quantidade e transferida para 49 mL de agua estéril.
Realizou as diluicdes decimais seriadas e plaqueou em as dilui¢cdes -3, -4, -5 e -
6. A contagem desta amostra fornece a populacgao inicial do teste (tempo zero).

As amostras foram coletadas no tempo de contato 30 e 60 segundos,

homogeneizados vigorosamente e retidas imediatamente uma aliquota de 0,1
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mL da amostra inoculada, transferindo para um tubo contendo 8,8 mL de caldo
neutralizante + 1,1 mL de agua.

No final da coleta do ultimo tempo, os tubos séo incubados a (35+/-2)°C por
5 minutos. Apés esse periodo de incubacéo, realizou as diluicbes seriadas para
cada uma das amostras, em seguida as placas foram incubadas a (35+/-2) °C
por 48 horas para bactérias e (25+/-2) °C 5 dias para leveduras. ApGs a

incubacao realizou-se as contagens.

Analise dos resultados

As contagens foram:

Calculo 1:

RD = log No/Nt

RD é a redugdo decimal; No € a contagem inicial do indculo; e Nt a
contagem obtida no tempo de contato T com a amostra.

Calculo 2:

PR = (1-1/10RD) x 100

PR é a percentagem de reducdo da populacdo microbiana; e RD € a
reducdo decimal obtida calculada pelo calculo 2.

Critério de Conversao

RD = 1 equivale a 90% de reducao

RD = 2 equivale a 99% de reducao

RD = 3 equivale a 99,9% de reducgao

RD = 4 equivale a 99,99% de redugéao

RD =5 equivale a 99,999% de reducao

Critério de aprovacdao: reducéo pelo menos 3 logs (107) para (10%) em todos

0s times points analisados.

3.6.4. Concentracdao inibitéria minima (CIM)

E a concentracdo mais baixa de um agente antibacteriano que sob
condicbes in vitro estritamente controladas, impede completamente o
crescimento visivel da cepa de teste de um organismo. (KOWALSKA-
KROCHMAL et al., 2021).
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O método de avaliagédo utilizado foi ISO 20776-1:2006 — Clinical laboratory
testing and in vitro diagnostic test systems — Susceptibility testing of infectious
agentes and evaluation of performance of antimicribal sucesptibility test devices
e Controle biologico de qualidade de produtos Farmacéuticos, Correlatos e
Cosmeéticos. 2003.

Cepas avaliadas: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC
8739, Candida albicans ATCC 10231 e Aspergillus brasiliensis ATCC 16404.

Cultivo dos microrganismos

Preparo Suspenséo bactérias

Foi repicado as cepas Sthaphylococcus aureus e Escherichia coli com
auxilio de loop esterilizado em placa de Petri contendo TSA. Apos a placa foi
incubada a (35+/-2) °C por 24 horas. Apos a incubacéo, com auxilio de um loop
esterilizado, foi adicionado em um frasco contendo 9 mL de solugéo salina
identificado com o nome do microrganismo de modo a se obter
aproximadamente 108 UFC/mL. Agitou bem a suspensdo de modo a eliminar a

presenca de grumos.

Preparo Suspenséo leveduras

Foi repicado as cepas Candida albicans e Aspergillus brasiliensis com
auxilio de loop esterilizado em placa de Petri contendo Agar Sabouraud, com
auxilio de loop esterilizado. Apds a placa foi incubada a (25+/-2) °C por 75 horas.
ApGs a incubacgdo, com auxilio de um loop esterilizado, foi adicionado em um
frasco contendo 9 mL de solucdo salina identificado com o nome do
microrganismo de modo a se obter aproximadamente 108 UFC/mL. Agitou bem

a suspensao de modo a eliminar a presenca de grumos.

Quantificacdo do In6culo
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A partir das suspensodes preparadas, foi realizado a inoculagéo de 1 mL de
cada suspensdo em 10 mL de solucdo salina a 0,85% e realizou as diluices
decimais seriadas em 103, 10 e 10°. Em sequida foi transferido 1 mL de cada
diluicio para placas de Petri estéreis, onde foram inoculados 25 mL de Agar TSA
previamente fundido e mantido em banho-maria para as cepas bactérias e 25
mL de Agar Dextrose Sabouraud para as cepas leveduras.

Apoés a solidificacdo do meio de cultura, incubou-se as placas contendo
TSA a (35+/-2) °C por 48 horas e as placas contendo Agar Dextrose Sabouraud

a (25+/-2) °C. Realizou-se a contagens das colonias.

Preparo de Amostra

Por se tratar de OGO, utilizamos o veiculo OG, porém antes de utiliza-lo
como veiculo foi realizado CIM para verificar se ndo ha inibicdo. Apés o resultado
negativo seguimos com as diluicbes do 6leo vegetal de girassol ozonizado em
Oleo vegetal de girassol preservado nas seguintes concentracdes 50%, 25%,
12,5%, 6,25%, 3,125%, 1,5625%, 0,78125%, 0,390625%, 0,1953125%.

Procedimento da Andlise

Com o auxilio da pipeta foi adicionado 0,1 mL em cada poco de TSA. Na
coluna 1 foi inoculado 0,2 mL da amostra a ser testada previamente preparada
e solubilizada. Realizou as diluicées transferindo 0,1 mL da coluna 1 para a
coluna 2, 0,1 mL para coluna 3 e assim sucessivamente até a coluna 10.
Reservou a coluna 11 e 12 para os controles dos in6culos e do meio de cultura
conforme Figura 8.

Apos realizado as diluigdes, foi inoculado 0,02 mL de bactéria e levedura e
foi testado em todos os pogos da microplaca, com excec¢ao do poc¢o da coluna
12. Em seguida as microplacas foram incubadas a (35+/-2) por 48 horas para
bactéria e (25+/-2) °C por 5 dias para levedura.

Apos o tempo de incubacéo foi realizado as leituras, observando a turvagéo
dos pocos.

3.7. Estudo in vitro de citoxicidade
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Primeiramente, as células Balb.c 3T3 clone 31 (Banco de Células do Rio
de Janeiro, lote 001242) foram mantidas em cultivo com DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) com adi¢éo de suplementos, em estufa a 37°C e 5%
de CO2. Apds descongelamento, as células foram distribuidas em placas de 96
pocos mantidas em cultivo nas mesmas condi¢cdes descritas.

O OGO foi diluido em meio de cultivo celular nas seguintes concentracdes
10, 1, 0,1, 0,001, 0,0001, mg/mL. Foi utilizado como grupo controle negativo o
meio de cultivo celular suplementado e grupo controle positivo o laurel sulfato
sédio diluido em meio de cultivo celular suplementado.

Para a andlise 0,1 mL de amostra foram aplicadas na cultura de células,
por poc¢o, seguindo-se uma incubacdo em estufa a 37°C e 5% de CO:z por 24
horas. Apos lavadas com &gua desmineralizada foram analisadas a viabilidade
celular com o indicador vermelho neutro, 0,1 mL por poc¢o. Apos incubacéo, a
reacao foi revelada e absorbancia foi determinada a 540 nm. O procedimento foi

realizado em quadriplicata.

4. RESULTADOS e DISCUSSOES

Os estudos de 6leos vegetais ozonizados utilizam o 6leo vegetal de girassol
e oliva (DIAZ et al., 2006) devido ao maior niumero de insaturacdes presentes
nesses 0leos. As pesquisas ja realizadas foram padronizadas utilizando reatores
e diferentes tempos e na sua maioria, 0S ensaios envolveram caracterizagéo de
propriedades fisico-quimicas e atividade antimicrobiana restrito as bactérias:
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e P.aeruginosa. (DIAZ et al., 2012), C.
albicans, S.typhimurium (RODRIGUES et al.,, 2004), C.parapsiloses,
C.tropicalis, Tichosporum asaii (GERRER et al., 2012).

A escolha do 6leo vegetal de girassol neste trabalho foi buscar padronizar
0 método de ozonizagdo, ampliar as informacdes de caracterizacdo e
identificacdo dos compostos gerados, ensaiar a atividade antimicrobiana em
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739, Salmonela
choleraesuis ATCC 10708, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Candida
albicans ATCC 10231, Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 e Malassezia furfur
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ATCC 14521, comparando com os dados da literatura para posterior estudo

envolvendo outros 6leos com menor indice de insaturacgéo.

4.1. Preparacgdo do 6leo de girassol ozonizado

O OGO foi preparado a partir de oxigénio medicinal e gerador de ozdnio,
resultando na producdo de ozénio conforme (Figura 8). A utlizacdo de
equipamento certificado é de suma importancia para quantificacdo de ozénio no
Oleo vegetal. A imerséo foi realizada através de uma mangueira de silicone para
gue nao ocorra incompatibilidade. Para melhor eficiéncia do método, utilizou-se
uma pedra porosa ao final desta mangueira, o qual favorece a formacédo de
microbolhas. Segundo (JOHN et al., 2022) e seus colaboradores em
comparacao com as bolhas convencionais o 0zonio na fase gasosa pode ser
transferido de forma mais eficiente para o meio liquido, obtendo maior tempo de

contato.

Figura 8 Cilindro de Oxigénio, Gerador de Oz6énio e OG seguido do OGO

Foram preparadas trés amostras em tempos diferentes de ozonizagdo, na
mesma dosagem de 0z6nio 60 pg/mL, sendo 100 minutos, 240 minutos e 480
minutos. Para definir a padronizacdo da amostra que seguiriamos com 0s
estudos propostos determinou-se, que a amostra precisaria ter atividade
microbiana frente ao ensaio microbiologico da técnica difusdo em agar.

A amostra ozonizada a 100 minutos ndo houve éxito nos testes propostos,
a amostra 240 minutos houve um pequeno halo, enquanto a amostra de 480

minutos houve um halo maior comparado a de 240 minutos e mais proximo do
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controle positivo. A partir dos resultados prévios foi definido seguir os estudos

propostos com a amostra padréo de OGO a 480 minutos de ozonizacao.
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4.2. Cromatografiagasosaacoplada a espectometria de massas (GC-MS)

4.2.1. Perfil graxo 6leo girassol (OG) e 6leo girassol ozonizado (OGO)

Perfil graxo 6leo girassol (OG)
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Figljra 9 Cr-omatograr-na perfil g';'raxo 6leo gifaésol (0G).

Tabela 3 Perfil graxo 6leo girassol (OG).

Picos % Componentes
1 0,06% Acido Miristico - C14:0
2 0,07% Acido palmitoléico - C16:1
3 10,81% Acido palmitico - C16:0
4 0,07% Acido margérico - C17:0
5 47,13% Acido Linoleico - C18:2
6 33,10% Acido oleico - C18:1
7 0,41% Acido linolénico - C18:3
8 6,12% Acido esteérico - C18:0
9 0,26% Acido eicosenoico - C20:1
10 0,59% Acido araquidico - C20:0
11 1,06% Acido beénico - C22:0
12 0,32% Acido lignocérico - C24:0

Perfil graxo 6leo girassol ozonizado (OGO 100 minutos)
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Tabela 4 Perfil graxo Oleo girassol ozonizado (OGO 100 minutos).

Picos % Componentes
1 0,90% Acido 3-nonendico
2 0,67% Acido nonandico, éster metilico
3 0,80% Dimetil acetal nonanal
4 1,27% Acido nonanéico, 9-oxo-
5 0,83% C12:0 - Acido laurico
6 2,67% Acido azelaico
7 2,11% Dimetil acetal decanal
8 0,40% Acido Miristico
9 0,36% 12-ox0-9-dodecenoato de metila
10 2,23% 5,13-docosadienoato de metila
11 9,77% C16:0 - Acido palmitico
12 40,53% C18:2 - acido linoléico
13 23,69% C18:1 - acido oleico
14 10,01% C18:0 - Acido esteéarico
15 0,99% C20:0 - Acido araquidico
16 2,19% C22:0 - Acido Beénico
17 0,58% C24:0 - Acido lignocérico

Perfil graxo 6leo girassol ozonizado (OGO) 240 minutos
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' Figura 11 Cfomatograma perfil graxo 6leo girassol (OGO 240 minufoé).

Tabela 5 Perfil graxo 6leo girassol ozonizado (OGO 240 minutos).

Picos % Componentes
1 0,12% Acido octandico
2 0,30% 2-Nonenal, (E)-
3 1,62% Acido 3-nonendico
4 0,93% Acido nonandico, éster metilico
5 0,98% Dimetil acetal nonanal
6 0,49% Acido 3-nonendico
7 2,72% Acido nonanéico, 9-oxo-
8 0,81% Acido laurico
9 3,85% Acido azelaico
10 2,61% Dimetil acetal decanal
11 1,06% 2-0x0-9-dodecenoato de metila
12 4,02% 5,13-docosadienoato de metila
13 9,84% C16:0 - Acido palmitico
14 31,15% C18:2 - acido linoléico
15 25,92% C18:1 - acido oleico
16 9,90% C18:0 - Acido esteérico
17 1,01% C20:0 - Acido araquidico
18 2,10% C22:0 - Acido Beénico
19 0,57% C24:0 - Acido lignocérico

Perfil graxo 6leo girassol ozonizado (OGO) 480 minutos
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Picos % Componentes
1 0,46% C8:0 - Acido caprilico
2 1,77% 2-Nonenal, (E)-
3 3,65% 9-Decen-2-ol
4 5,70% Acido nonandico, éster metilico
5 0,45% 2-Octanol, acetato
6 19,64% Dimetil acetal nonanal
7 7,31% Acido nonanéico, 9-oxo-
8 1,40% C12:0 - Acido laurico
9 8,19% Acido azelaico
10 7,92% Dimetil acetal decanal
11 1,11% Acido octandico, 6,6-dimetoxi-
12 0,63% C14:0 - Acido Miristico
13 1,10% 12-ox0-9-dodecenoato de metila
14 2,60% 5,13-docosadienoato de metila
15 9,91% C16:0 - Acido palmitico
16 5,12% C18:2 - acido linoléico
17 10,84% C18:1 - acido oleico
18 9,52% C18:0 - Acido esteéarico
19 0,68% C20:0 - Acido araquidico
20 1,57% C22:0 - Acido Beénico
21 0,43% C24:0 - Acido lignocérico

Os resultados da caracterizacdo do OGO por (GC-MS), corroboram as

literaturas mencionadas no decorrer do presente estudo (DUPAIN et al., 2007;
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SARKAR et al.,, 2017; OLIVEIRA; WOSCH, 2012; HASSAN et al., 2021,
SORIANO et al., 2003; RADZIMIERSKA-KAZMIERCZAK et al., 2021). Como
esperado a reducdo das cadeias duplas, e também a geracdo de novos
subprodutos que sdo mencionados como ozonideos, peroxidos, hidroperoxidos,
carboxilicos, aldeidos, entre outros.

Os resultados do OGO de 480 minutos mostraram a presenca dos
componentes majoritarios de grande importadncia na ozonizagdo que sdo as
cadeias de insaturacado. O perfil graxo do 6leo controle (OG) obteve as seguintes
concentracdes 33,10% &acido oleico C18:1, 47,13% acido linoleico C18:2 € 0,41%
acido linolénico C18:3 (Tabela 3) e (Figura 9). Dados que corroboram com 0s
estudos de (AKKAYA et al., 2018) e seus colaboradores, o qual descreve que 0
OG contém aproximadamente 15% de acidos graxos saturados, 85% de acidos
graxos insaturados, sendo 14 a 43% de acido oleico e 44 a 75% de &cido linoleico
em seu conteudo de acidos graxos insaturados.

Apo6s a ozonizacgdo, foi observado uma reducdo consideravel no teor de
acido oleico C18, de 33,10% para 10,84%, acido linoleico C18:2, de 47,13% para
5,12% para 480 minutos, e de acido linolénico C18:3 de 0,41%, no primeiro
tempo de ozonizacdo 100 minutos até seu total consumo.

Os valores foram reduzidos para 10,84% do acido oleico C18:1, 5,12% do
acido linoleico C18:2 e reducéo total do acido linolénico C18:3, que ndo apareceu
na cromatografia apds a ozonizacao, ou seja, foi consumida na rea¢éo conforme
a Tabela 4, Tabela 5 e Tabela 6 e Figura 10, Figura 11 e Figura 12 em tempos
de ozonizacéo diferentes.

Com a reducdo de alguns componentes é gerado ap0s a ozonizacao e
inclusive nas trés amostras que foram preparadas foi o componente acido
azelaico, esta substancia é eficaz no tratamento de rosacea, acne e
melasma. Segundo estudo King, Campbell, Rowe, Daly, Moncrieff e Maybury
(2023), o &cido azelaico e outros tratamentos foram frequentemente
equivalentes. (KING et al., 2023).

O acido laurico foi outro componente gerado ap0s a ozonizagao, porém
somente na amostra OGO 480 minutos conforme Tabela 6 na concentracao de
1,40% sendo maior que em outras amostras. De acordo com estudo de Hung,
Tsai T, Chuang, Li, Zouboulis e Tsai P (2014), o acido laurico (C12:0) possui
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propriedades antibacterianas e anti-inflamatérias contra Propionibacterium
acnes. (HUANG et al., 2014).

O numero de ligacdes duplas pode diferenciar um tipo de éleo vegetal para
0 outro, devido as ligacdes duplas carbono-carbono, isso pode influenciar a
atividade antimicrobiana do produto ozonizado devido a geracao de ozonideos.
(UGAZIO et al., 2020).

De acordo com Diaz, Veloso, Pereira Sanches, Fernandez e Andrade
(2021) a composicéo lipidica do OG, em especifico o acido oleico C18:1 o acido
linoleico C18:2 ambos sendo os componentes majoritarios, confirmam que
guanto maior o tempo de ozoniza¢cdo menor serdo essas concentracdes apos a

ozonizacao conforme apresentado Tabela 7. (Diaz et al., 2021).
Tabela 7 Percentagem de insaturacdo de acidos graxos vs tempo de

ozonizacao
.Fonte: Adaptado (DIAZ et al., 2021).

Tempo de Ozonizagao

Composicéao 0 32 65 97
Oleo vegetal de girassol Ci18:1 28,52 27,12 26,27 24,43
C18:2 61,62 53,82 42,38 25,35

Os acidos graxos sdo necessarios para a manutencdo da integridade
epidérmica e da barreira hidrica da pele (GUIDONI et al., 2019). Assim, de
acordo com a reducgdo de lipidios, em especial o &cido oleico C18:1 e acido
linoleico C18:2, observada pela ozonizacgéo.

Os Oleos vegetais contemplam em sua composicdo componentes
insaponificaveis que sdo substancias dissolvidas no éleo e gordura que nao séo
saponificaveis, ou seja, ndo sao convertidos em sais de acidos graxos pela acao
de bases fortes, sendo insolliveis em solucdo aquosa, mas solaveis em
solventes comuns de gorduras conforme (KOBORI et al., 2005).

4.2.2. Perfil cromatografico da matéria insaponificavel da amostra de oleo
de girassol (OG) e 6leo girassol ozonizado (OGO)
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Matéria insaponificavel do 6leo de girassol (OG)

13,923,468

qi— 9,12-octadecadienoato de butila

Oleato de etila

Oleato de etila

9 12-pctadecadienoato de butila

({13

gama_-Sitosterol
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Figura 13 Cromatograma da matéria insaponificavel do 6leo de girassol (OG)

Tabela 8 Matéria insaponificavel do 6leo de girassol (OG).
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Picos %

Componente
1 2,49 Acido n-hexadecanoico
2 2,52 Acido hexadecanoico, éster etilico
3 19,65 Acido 9,12-octadecadiendico (Z,2)-
4 16,19 Acido Oleico
5 20,00 9,12-octadecadienoato de butila
6 13,74 Oleato de etila
7 2,20 Acido octadecanoico, éster etilico
8 0,57 trans-geranilgeraniol
9 1,40 Esqualeno
10 0,54 Ergost-5-en-3-ol, acetato, (3.beta.,24R)-
11 2,42 .beta.-acetato de sitosterol
12 2,00 Campesterol
13 1,81 Estigmasterol
14 0,75 Obtusifoliol
15 8,79 .gama.-Sitosterol
16 0,87 Estigmast-7-en-3-ol, (3.beta.,5.alfa.,24S)-
17 0,69 9,19-Ciclolanost-24-en-3-ol, (3.beta.)-
18 2.47 1_7.beta.-MetiI-18-nor-17-isopregna—4,13-dien-16.beta.-ol-3,20-
diona
19 0,90 2-(octanoiloxi)propano-1,3-diil bis(decanoato)

Perfil cromatografico da matéria insaponificavel do éleo de girassol

ozonizado (OGO 100 minutos)
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Figura 14 Cromatograma matéria insaponificavel do 6leo de girassol ozonizado
(OGO 100 minutos)
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Tabela 9 Matéria insaponificavel do 6leo de girassol ozonizado (OGO 100

minutos).
Picos % Componente
1 0,57 Alcool ciclooctilico
2 7,58 2-Octenal, 2-butil-
3 0,47  2-Nonenal, 2-pentil-
4 0,41  2-Octenal, 2-butil-
5 0,39 2-Nonenal, 2-pentil-
6 0,73  2-Propilciclohexanol
7 0,74  2-Propilciclohexanol
8 10,39 2-Nonenal, 2-pentil-
9 9,91 2-Octenal, 2-butil-
10 0,51 2-Nonenal, 2-pentil-
11 0,52 2-Nonenal, 2-pentil-
12 0,73 2-Nonenal, 2-pentil-
13 0,88 Pentadecanal-
14 1,51 acido n-hexadecandico
15 11,16 2-Nonenal, 2-pentil-
16 0,58 Ciclodecasiloxano, eicosametil-
17 0,57 Acido octandéico, éster undec-2-enilico
18 0,59 Heneicosano
19 0,62  7,9-Di-terc-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-dieno-2,8-diona
20 0,42 b-Dodecahidrociclopenta[deflfenantreno
21 0,79 2-Metilhexacosano
22 0,72 2,4,6-Triisopropilfenetol
23 0,63 Fitol
24 6,09 Acido 9,12-octadecadiendico (Z,2)-
25 7,41  Acido 9-octadecenoico, (E)-
26 1,36  Acido octadecandico
27 0,61 Eicosano
28 0,71 2H-1-benzopiran-6-ol,
29 0,55  Silano, triclorodecil-
30 0,58 Tetraciclo[6.1.0.0(2,4).0(5,7)]nonano
31 1,00 2,4-Di-t-butiladamantano-2,4-diol
32 0,54 2H-1-benzopiran-6-ol
33 0,47  Acido benzéico, éster 4-(4-pentilciclohexil)-, 4'-ciano[1,1'-bifenil]-4-il
34 0,51 4(1H)-Fenantrenona
35 0,47 2H-1-benzopiran-6-ol
36 0,42 Pentacosano
37 0,38 (6aS,10aS)-9-(Hidroximetil)-6,6-dimetil-3-(2-metiloctan-2-il)-6a
38 0,41  Silano, metilvinil(hept-4-iloxi)deciloxi-
39 0,51 Podocarpa-8,11,13-trieno-1,3-diona
40 0,46  Dotriacontano
41 0,84 Estigmasta-3,5-dieno
42 2,72  Campesterol
43 1,25 Estigmasterol
44 2,49  Obtusifoliol
45 0,45 Acido dodecanoico, éster 1,2,3-propanotriilico
46 12,62 .gama.-Sitosterol
47 2,15  Estigmast-7-en-3-ol, (3.beta.,5.alfa.,24S)-
48 0,63 9,19-Ciclolanost-24-en-3-ol, (3.beta.)-
49 0,49  24-Norursa-3,12-dieno
50 2,46 17.beta.-Metil-18-nor-17-isopregna-4,13-dien-16.beta.-ol-3,20-diona
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Perfil cromatografico da matéria insaponificavel do éleo de girassol
ozonizado (OGO 240 minutos)
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Figura 15 Cromatograma matéria insaponificavel do 6leo de girassol ozonizado
(OGO 240 minutos)
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minutos).
Picos % Componente
1 0,62 Alcool ciclooctilico
2 9,35 2-Octenal, 2-butil-
3 0,54 2-Nonenal, 2-pentil-
4 0,51 2-Octenal, 2-butil-
5 0,44 2-Nonenal, 2-pentil-
6 1,01 2-Propilciclohexanol
7 0,87 2-Propilciclohexanol
8 12,94  2-Nonenal, 2-pentil-
9 12,45  2-Octenal, 2-butil-
10 0,43 Tetrapentacontano, 1,54-dibromo-
11 0,46 Eter de endro
12 0,57 2-Nonenal, 2-pentil-
13 0,74 2-Nonenal, 2-pentil-
14 0,75 2-Nonenal, 2-pentil-
15 1,11 Pentadecanal-
16 1,16 acido n-hexadecandico
17 14,26  2-Nonenal, 2-pentil-
18 0,43 Anidrido 2-dodecen-1-il(-)succinico
19 0,62 10-Undecen-1-ol, 2-metoxi-
20 0,58 7,9-Di-terc-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-dieno-2,8-diona
21 0,5 2,3-naftalenodicarboxaldeido
22 0,4 Anidrido 2-dodecen-1-il(-)succinico
23 0,55 Anidrido n-nonenilsuccinico
24 0,94 Etanona
25 0,59 Fitol
26 2,62  Acido 9,12-octadecadienoico (Z,2)-
27 4,37  Acido oleico
28 0,95  Acido octadecandico
29 0,83 2H-1-benzopiran-6-ol
30 0,57 Silano, triclorodecil-
31 0,46 14,15,16-Trinor-8.xi.-labdan-6.beta.-ol
32 0,71 Tetraciclo[6.1.0.0(2,4).0(5,7)]Jnonano
33 0,92 1,4-benzenodiamina, 2-metil-N4,N4-dioctil-
34 0,48 Ciclohexano
35 0,71 2H-1-benzopiran-6-ol
36 0,61  Acido benzoico
37 0,56 4(1H)-Fenantrenona
38 0,73 2H-1-benzopiran-6-ol
39 0,46  Acido succinico
40 0,47 (6aS,10aS)-9-(Hidroximetil)-6,6-dimetil-3-(2-metiloctan-2-il)-6a
41 0,56 2H-1-benzopiran-6-ol
42 0,54 Silano, metilvinil(hept-4-iloxi)deciloxi-
43 0,47  Acido 2,3-hexadiendico
44 0,56 .beta.-Sitosterol
45 1,26 Campesterol
46 1,2 Estigmasterol
47 1,1 Obtusifoliol
48 12,17 .gama.-Sitosterol
49 2,47 Estigmast-7-en-3-ol
50 14 Pregnan-17,21-diol-9,11-epoxi-3,20-diona
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Perfil cromatografico da matéria insaponificavel do 6leo de girassol

ozonizado (OGO 480 minutos)

51,539,226
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2 5-Furandiona

2-Monenal, 2-pentil-

2-Octenal, 2-butil-

2-Octenal, 2-butil-

.gama -Sitosterol

1488
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Figura 16 Cromatograma matéria insaponificavel do 6leo de girassol
ozonizado(OGO 480 minutos)
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Tabela 11 Matéria insaponificavel do 6leo de girassol ozonizado (OGO 480

minutos).
Picos % Componente
1 0,43 1-Nonanol
2 0,52 Alcool ciclooctilico
3 12,93 2-Octenal, 2-butil-
4 0,37 Octadecanal, 2-bromo-
5 0,58 2-Nonenal, 2-pentil-
6 0,49 2-Octenal, 2-butil-
7 0,38 2-Octenal, 2-butil-
8 0,52 2-Nonenal, 2-pentil-
9 0,45 4,5-Heptadien-2-ona, 3,3,6-trimetil-
10 0,91 2-Propilciclohexanol
11 0,74 2-Propilciclohexanol
12 17,02  2-Nonenal, 2-pentil-
13 16,45 2-Octenal, 2-butil-
14 0,48 Oxirano, hexadecil-
15 0,74 Oxirano, hexadecil-
16 0,60 Eter de endro
17 0,51 2-Nonenal, 2-pentil-
18 0,69 2-Nonenal, 2-pentil-
19 0,41 2-Pentanona
20 0,81 2-Nonenal, 2-pentil-
21 0,36 2-Amino-4-benziltiometil-6-piperidino-1,3,5-triazina
22 0,42 2H-1-Benzopirano
23 1,04 Pentadecanal-
24 0,81 acido n-hexadecandéico
25 18,80 2,5-Furandiona
26 0,48 2,5-Furandiona
27 0,56 Oxirano, hexadecil-
28 0,62 2,4,5-Trimetilanilina
29 0,50 2H-1-Benzopirano
30 0,40 Silano, clorodietilnoniloxi-
31 0,51 Ciclohexadecadieno-1,6-diona
32 0,77 Etanona
33 0,64  Acido 9-octadecendico, (E)-
34 0,77  Acido benzéico
35 0,92  Acido octadecandico
36 1,04 2H-1-benzopiran-6-ol
37 0,65 2,4,5-Trimetilanilina, N-trimetilacetil-
38 1,21 9-t-Butil-4-iodo-2,2-dimetiladamantano
39 0,56 7,9-Di-terc-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-dieno-2,8-diona
40 0,45  Acido benzéico
41 0,36 7,9-Di-terc-butil-1-oxaspiro(4,5)deca-6,9-dieno-2,8-diona
42 0,74 2H-1-benzopiran-6-ol
43 0,37 i-Propil 11,12-metileno-octadecanoato
44 0,52 2H-1-benzopiran-6-ol
45 0,71 Campesterol
46 0,69 Estigmasterol
47 6,86 .gama.-Sitosterol
48 0,85 Estigmast-7-en-3-ol
49 0,64 9,19-Ciclolanostan-3-ol
50 0,72 1.alfa.-Metil-5.alfa.-androstan-3.alfa.,17.beta.-diol
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Segundo Poljsak e Glavac (2022), matéria insaponifichAvel demonstra varias
atividades bioldgicas, dentre elas, cicatrizantes, antiacne e antidermatite, bem
como atividades regenerativas, hidratantes, fotoprotetoras e
antirrugas. (POLJSAK et al., 2022).

Na (Tabela 8) e (Figura 13) verificou-se picos relacionados a componentes
diferentes do OG para o OGO 480 minutos conforme mostra a (Tabela 11) e
(Figura 16). Um fato interessante, foi o surgimento de um componente na
amostra de OGO 480 minutos, o qual se notou presen¢ca em nenhuma das outras
amostras, o componente 2,5 furandiona conforme mostra na (Tabela 11).

De acordo com estudo de Silva, Fernandes, Barros, Ferreira, Pereira e
Gongalves (2018) e seus colaboradores, esse componente foi encontrado no
extrato Osmundea pinnatifida, que € o uma alga marinha mais conhecida como
pimenta dulse, onde o mesmo obteve atividade antifungica. (SILVA et al., 2018).

O componente de carater terapéutico que foi gerado na ozonizacédo perfil
insaponificavel nas trés amostras de OGO é o0 pentadecanal. Segundo
Ricciardelli, Casillo, Corsaro, Tutino, Parrili e Van Der Mei (2020), este
componente é um potente aldeido contra S.epidermidis sendo um anti-biofilme.
(SILVA et al.; 2020), sendo dos componentes do 6leo essencial de plantas como
Cassia siamea com propriedades antimicrobianas (OGUNWANDE et al., 2013;
RICCIARDELLI et al., 2020).

Outro componente presente foi o &acido benzoico, o qual possui
propriedades superiores aos parabenos, muito utilizados como conservantes por
suas atividades antimicrobianas. (SCHIMIRR et al., 2022).

Em relagdo os resultados do cromatograma na Figura 16, é possivel
observar do OGO 480 minutos, uma diferenca nos picos da matéria
insaponificavel do OGO.

De acordo com estudo realizado por Radzierska-Kazmierczak, Smigielski,
Sikora, Nowak, Plucinska, Kunicka-Styczynska e Czarnecka-Chrebelska (2021)
a utilizacao de 6leo vegetal ozonizado em emulséo favorece a necessidade de
se utilizar uma menor concentracdo de conservantes sintéticos e adicionar uma
opcao mais vegetal. Na (Figura 17) podemos observar a acao antimicrobiana do

Oleo vegetal de oliva ozonizado.
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Oleo vegetal oliva Oleo vegetal oliva ozonizado 0,04 mol Oleo vegetal oliva ozonizado 0,10 mol

Figura 17 Emuls&o com diferentes tipos de Oleo vegetal de oliva.
Fonte: (RAZMIERCZAK-RADZIMIERSKA et al., 2021).

De acordo com as andlises cromatograficas do perfil graxo apresentado na
(Tabela 12) e matéria insaponificavel (Tabela 13) podemos observar os cincos
componentes em concentracdo maior de cada amostra e ter uma visdo ampla,
dos componentes gerados e também consumidos.

Podemos verificar na (Tabela 12) o perfil graxo das quatro amostras,
observa-se que o &cido linoleico e do acido oleico ha um consumo nha
ozonizacao, enquanto a amostra OGO 480 minutos apresentou um aumento

consideravel na concentracdo de acido azelaico.

Tabela 12 Comparativo dos 5 componentes majoritarios perfil graxo.

oG OGO 100 minutos
% Componentes % Componentes
47,13% Acido Linoleico - C18:2 40,53% C18:2 - acido linoléico
33,10% Acido oleico - C18:1 23,69% C18:1 - 4cido oleico
10,81% Acido palmitico - C16:0 10,01% C18:0 - Acido estearico
6,12% Acido estearico - C18:0 9,77% C16:0 - Acido palmitico
1,06% Acido beénico - C22:0 2,67% Acido azelaico
OGO 240 minutos OGO 480 minutos
% Componentes % Componentes
31,15% C18:2 - acido linoléico 19,64% Dimetil acetal nonanal
25,92% C18:1 - 4cido oleico 10,84% (C18:1 - &4cido oleico
9,90% (C18:0 - Acido estearico 9,91% C16:0 - Acido palmitico
9,84% C16:0 - Acido palmitico 9,52% (C18:0 - Acido estearico
4,02% 5,13-docosadienoato de metila 8,19% Acido azelaico

E possivel observar que o perfil cromatografico da matéria insaponificavel,
apresentou-se totalmente diferente do perfil graxo, houve surgimento de novos
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compostos, sendo que somente 0 componente gama-sitosterol esteve presente
nas quatro amostras.

O componente 2-nonenal, 2-pentil- estd presente nas trés amostras
ozonizadas, porém em concentracdo maior na amostra OGO 480 minutos.
Destaca-se o surgimento do componente 2,5 furandiona presente somente na

amostra OGO 480 minutos conforme mostra a Tabela 13.

Tabela 13 Comparativo dos 5 componentes majoritarios da matéria
insaponificavel.

oG OGO 100 minutos
% Componente % Componente
20,00 9,12-octadecadienoato de butila 24,17 2-Nonenal, 2-pentil-
19,65 Acido 9,12-octadecadiendico (Z,2)- 17,90 2-Octenal, 2-butil-
16,19 Acido Oleico 12,62 -gama.-Sitosterol
13,74 Oleato de etila 7,41 Acido 9-octadecendico, (E)-
8,79 .gama.-Sitosterol 6,09 Acido 9,12-octadecadienoico (Z,2)-
OGO 240 minutos OGO 480 minutos
% Componente % Componente
30,2 2-Nonenal, 2-pentil- 30,25 2-Octenal, 2-butil-
22,3 2-Octenal, 2-butil- 20,13 2-Nonenal, 2-pentil-
12,2 -gama.-Sitosterol 19,28 2,5-Furandiona
4,37 Acido oleico 6,86 -gama.-Sitosterol
2,83 2H-1-benzopiran-6-ol 2,30 2H-1-benzopiran-6-ol

4.3. Andlise Fisico-quimica
4.3.1. indice de acidez

Os resultados mostraram um aumento no indice de acidez em consonancia
com resultados da literatura (DIAZ et al., 2012) devido ao aumento de
subprodutos de carater &cido como os aldeidos, peréxidos e acidos carboxilicos
gerados durante o processo de ozonizagado. (CARDOZO et al., 2021). A (Tabela
14) apresenta os resultados dos indices de acidez de acordo com o tempo de
ozonizacao. Observa-se um aumento na formacédo de acidos, com aumento do

tempo de ozonizagéo.



59

Tabela 14 indice de acidez OG e OGO
mL utilizado NaOH

Amostra indice de acidez
Titulado
oG 0,50 0,18
OGO 100 minutos 0,80 0,29
OGO 240 minutos 1,15 0,42
OGO 480 minutos 2,15 0,78

4.3.2. Indice de Per6xido

O indice de peréxido é um parametro muito questionado no meio
profissional, onde se pressupde que quanto maior o meq (miliequivalente de O2)
maior a efetividade e mais poderoso seria o produto. A metodologia de
doseamento para indice de peroxido é muito relevante para os valores. Neste
trabalho, a metodologia utilizada € a do (ISCO3) Comité Internacional Cientifico
de Ozonioterapia.

Estudos apontam para a importancia da determinacdo de limites na
ozonizacao, devido a reacdes em cadeia, o qual ha formacao de subprodutos de
ozonideos, 0s quais podem gerar problemas como alergias, irritacées,
destruicao tecidual, entre outros. (UGAZIO et al., 2020).

Tempo de indice de

Amostra Dosagem O3 ozonizagcdo/100 mL peréxido
oG 0 0 120
OGO 100 60 pg/mL 100 minutos 1300
OGO 240 60 pg/mL 240 minutos 1660
OGO 480 60 pg/mL 480 minutos 3170

Conforme mencionado por Martinez-Sanchez (2021), estima-se que 6leos
ozonizados contendo baixos indices de perdxidos (80 mEqg O2/kg a 120 mEq
0O2/kg) sdo os mais usados principalmente em cosméticos. indices mais altos
entre 200 mEq O2/kg a 400 mEqg O2/kg, tém um efeito mais importante nos

processos de cicatrizacdo. Efeitos germicidas dos Oleos contém valores
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superiores a 400 mEq Oz/kg. E importante avaliar a presenca ou nio de
formaldeido, pois este componente pode ser eficacia e seguranca do 6leo
ozonizado e estdo intimamente ligadas ao seu controle de qualidade.
(MARTINEZ-SANCHEZ, 2021).

Na pesquisa realizado por Zanardi e seus colaboradores (2008) observa-
se uma comparacao de valores de indice de perdoxido na mesma metodologia
utilizada nesse trabalho (Tabela 15). (ZANARDI et al., 2008).

Tabela 15 Comparativo tempo, dosagem vs indice de peroxido.

Fonte: Adaptdado (ZANARDI et al., 2008)

Tempo de Dosagem Ozb6nio indice de
Amostra (40 mL) 0zonizacao (mg) peréxido
Oleo girassol 0 0 104
Oleo ozonizado
15 15 minutos 1,24 1480
Oleo ozonizado
30 30 minutos 2,48 2503
Oleo ozonizado
60 60 minutos 4,95 3100
Oleo ozonizado
90 90 minutos 7,42 3440
Oleo ozonizado
120 120 minutos 9,9 3800

4.3.3. Indice de lodo

O iodo reage com duplas ligacbes e assim, de acordo com Diaz,
Hernandez, Martinez, Vidal, Gdmez, Fernandez e Garcés (2006), este parametro
dos 6leos pode indicar o teor de duplas ligacdes presentes nestes. Os resultados
mostraram uma queda consideravel do indice de iodo com o aumento do tempo
de ozonizacdo, sugerindo que este processo promove a diminuicdo de
compostos insaturados do 6leo conforme apresentado na (Tabela 16) e gréfico
a seguir. (DIAZ et al., 2006).
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Tabela 16 indice de iodo das amostras de OG e OGO.

Amostra indice de lodo ml gasto Na;S,03
oG 145 28,58
OGO 100 minutos 81 15,98
OGO 240 minutos 71 14
OGO 480 minutos 53 10,45

indice de lodo

200
150
100 \

0G 0GO 100 0G0 240 0GO 480
minutos minutos minutos

Conforme Diaz, Sanchez, Gbmez, Hernandez, Veloso, Pereira, Mangrich e
De Andrade (2012) realizaram a ozonizacdo de O6leo vegetal de girassol,
utilizando 200 mL deste 6leo em um reator de borbulhamento, a temperatura
ambiente (25°C) por 5 e 8 horas, aplicando oxigénio medicinal e ar como fontes
de ozonio, respectivamente. Diferentes dosagens de oz6nio foram utilizadas por
meio de tempos de borbulhamento variados. As dosagens escolhidas visavam
obter valores de peroxido entre 100 e 700 mEqg/kg. Apds 24 horas de
armazenamento a 2-8°C, as amostras foram analisadas. Os resultados dos
indices de acidez, peréxido e iodo obtidos no presente trabalho corroboram ao
estudo realizado por (DIAZ et al., 2012) como pode ser observado pela (Tabela
17).

Tabela 17 Parametros fisico-quimicos do 6leo de girassol ozonizado obtido por
(DIAZ et al., 2012) com oxigénio como fonte de ozénio.

Dosagem Oz6nio Tempo  f,jice de per6xido indice de acidez indice de lodo
(mg/g) (h)
0 0 7,9 0,12 119
12 1 125 0,15 117
23 2 256 0,22 109
35 3 376 0,34 104
a7 4 566 0,60 101
59 5 658 0,88 97
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4.3.4. Estabilidade Fisico-quimica

A estabilidade do OGO na faixa de temperatura (40 — 45°C) promoveu
degradacédo proxima de 55% na amostra OGO 480 minutos (Tabela 20).
Observa-se que em temperaturas a 5°C, ocorreu uma degradacdo menor.
Segundo Jbara, Shehadeh, Trefi e Bitar (2022), o 6leo ozonizado é instavel
durante o armazenamento em prateleira e pode ser mais estavel quando
armazenado em temperaturas inferiores. (JBARA et al., 2022).

Porém, mesmo com esta instabilidade nos valores de mEq do OGO, possui,
ou seja, seu beneficio antimicrobiano segundo (MOUREU et al., 2015) Uma
possivel explicacdo para este fato € que os compostos responsaveis pela
atividade antimicrobiana do 6leo de girassol ozonizado sdo ozonideos, acidos
nonanaico e azelaico que possuem efeitos antimicrobianos.

Nas Tabela 18, Tabela 19 e Tabela 20 s&o apresentados os resultados de
estabilidade fisico-quimica obtida seguindo o Guia de Estabilidade de Produtos
Cosmeéticos da ANVISA (2004), incluindo os valores dos indices de peréxidos
obtidos.

Tabela 18 Estabilidade acelerada OGO 100 minutos.

Geladeira 5°C

Organoléptica e Fisico-

guimica OGO 100 minutos 30 dias 60 dias 90 dias
Aspecto Liquido de acordo  de acordo  de acordo
Cor levemente incolor de acordo de acordo de acordo
Odor Caracteristico de acordo de acordo de acordo
indice de peré6xido 1300 1250 1210 1100

Ambiente 25°C

Organoléptica e Fisico-

quimica OGO 100 minutos 30 dias 60 dias 90 dias

Aspecto Liquido de acordo deacordo  de acordo
Cor levemente incolor de acordo de acordo de acordo
Odor Caracteristico de acordo de acordo de acordo

indice de peréxido 1300 1150 1090 980
Estufa 45°C
Organoléptica e Fisico-

quimica OGO 100 minutos 30 dias 60 dias 90 dias

Aspecto Liquido de acordo de acordo de acordo
Cor levemente incolor de acordo de acordo de acordo
Odor Caracteristico de acordo de acordo de acordo

indice de peroxido 1300 1050 1000 910




Tabela 19 Estabilidade acelerada OGO 240 minutos.

Organoléptica e Fisico-

Geladeira 5°C
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guimica OGO 240 minutos 30 dias 60 dias 90 dias
Aspecto Liquido levemente
P ViSCOSO de acordo de acordo de acordo
Cor Incolor de acordo de acordo de acordo
Odor Caracteristico de acordo de acordo de acordo
Indice de peréxido 1660 1590 1420 1380
Ambiente 25°C
Organoléptica e Fisico-
guimica OGO 240 minutos 30 dias 60 dias 90 dias
Aspecto Liguido levemente
P ViSCOSO de acordo de acordo de acordo
Cor Incolor de acordo de acordo de acordo
Odor Caracteristico de acordo de acordo de acordo
Indice de peréxido 1660 1390 1260 1180
Estufa 45°C
Organoléptica e Fisico-
guimica OGO 240 minutos 30 dias 60 dias 90 dias
Aspecto Liquido levemente
P ViSCcoso de acordo de acordo de acordo
Cor Incolor de acordo de acordo de acordo
Odor Caracteristico de acordo de acordo de acordo
Indice de peroxido 1660 1180 1030 915
Tabela 20 Estabilidade acelerada OGO 480 minutos.
Geladeira 5°C
Organoléptica e Fisico-
quimica OGO 480 minutos 30 dias 60 dias 90 dias
Aspecto Liquido viscoso de acordo de acordo de acordo
Cor Incolor de acordo de acordo de acordo
Odor Caracteristico de acordo de acordo de acordo
indice de peréxido 3170 3050 2950 2900
Ambiente 25°C
Organoléptica e Fisico-
guimica OGO 480 minutos 30 dias 60 dias 90 dias
Aspecto Liquido viscoso de acordo de acordo de acordo
Cor Incolor de acordo de acordo de acordo
Odor Caracteristico de acordo de acordo de acordo
Indice de peroxido 3170 2950 2480 1950
Estufa 45°C
Organoléptica e Fisico-
guimica OGO 480 minutos 30 dias 60 dias 90 dias
Aspecto Liquido viscoso de acordo de acordo de acordo
Cor Incolor de acordo de acordo de acordo
Odor Caracteristico de acordo de acordo de acordo
Indice de peroxido 3170 2600 1890 1430
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4.4. Eficacia Microbiolégica

Foram utilizadas trés metodologias para comprovacdo da atividade
antimicrobiana contra Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli
ATCC 8739, Salmonela choleraesuis ATCC 10708, Pseudomonas aeruginosa
ATCC 9027, Candida albicans ATCC 10231 e Aspergillus brasiliensis ATCC
16404. Os estudos envolvendo M. furfur foram desafiadores, sendo o método
difusdo em &gar, o Unico que promoveu resultado, pois nao foi possivel o

crescimento do fungo no ensaio time-kill e CIM.

4.4.1. Difusdo em agar (Pour-Plate)

A amostra OGO 480 minutos mostrou-se eficaz no ensaio difusdo em agar
para as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC
8739, Salmonela choleraesuis ATCC 10708, Pseudomonas aeruginosa ATCC
9027, Candida albicans ATCC 10231 e Aspergillus brasiliensis ATCC 16404. Na
figura 18 é possivel observar a diferenca de halo da amostra OGO 240 minutos
para a amostra de 480 minutos, enquanto a amostra OGO 100 minutos ndo
houve presenca de halo.

Figura 18 Difusdo em agar OGO vs controle com a cepa Staphylococcus
aureus ATCC 6538

4.4.2. Time-Kill (tempo de morte)
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A Figura 19 mostra o plaqueamento de uma das cepas avaliadas. O OGO
480 minutos apresentou atividade antimicrobiana frente aos microrganismos
Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739, Salmonela
choleraesuis ATCC 10708, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027, Candida
albicans ATCC 10231 e Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 conforme tabela
18.

Pa 60s >
N Pa 60s
Pag0s || "0G0 480 minutg -
’/ L . |
1 / 5 /
| ‘ [ i

\

\

.

Pa 30s = #7060 480 minutg N Pa 30,; :
0 480 minutos 2 50 480 minutg ,
'1 ‘3 \\:

Figura 19 Plagueamento de cepa para o ensaio time-kill (tempo de morte).

Tabela 21 Contagem de bactérias e leveduras (tempo de contato e fator de
reducéo).

Contagem de bactérias (UFC/g ou mL)

Microrganismo Tempo de contato %RF (Fator de reducéo)
TO

T-30seg. T-1min. T-2 min. T-30seg. T-1min. T-2 min.

Pseudomonas aeruginosa

1,2x107 3,2x10° 1,5x10% 9,5x102 >99,9 >99,9 >99,9
ATCC 9027

Escherichia coli ATCC 8739  1,9x107 1,1x10°5 8,5x104 5,5x103 >09 >909 >09,9

Sthaphylococcus aureus

1,5x107 2,4x10* 1,6x10* 3,5x10°3 >99 >99 >99,9
ATCC 6538

Salmonella choleraesuis
6,0x107 3,5x104 9,5x102 1,4x102 >99,9 >99,99 >99,999

ATCC 10718
Aspergillus brasiliensis ATCC
5,0x10°% <10 <10 - >99,9 >99,99 -
16404
Candida albicans ATCC
2,7x10° 4,2x102 <10 - >99 >99 -

10231
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Em um estudo realizado por Song, Zeng, Xiang, Gao, Huang L, Huang J,
Wu e Lu (2017) utilizando a mesma técnica com a técnica ensaio microbioldgico
time-kill, mostrou quase 100% de morte em 5 min da cepa Sthaphylococcus
aureus. Observa-se que o 6leo ozonizado de estudo tinha um indice de perdxido
2000 a 2200 mEg. Enquanto o OGO 480 minutos do nosso trabalho observa-se
3170 mEq, onde mostra > 99,9% de morte em 2 minutos da cepa
Sthaphylococcus aureus. (SONG et al., 2017).

4.4.3. Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

Os resultados da concentragdo inibitéria minima estdo apresentados na
tabela 20.

A amostra de OGO promoveu inibicdo nas cepas testadas, sendo que a
bactéria Escherichia coli obteve a menor inibigdo no ensaio microbiologico CIM
e a levedura Candida albicans houve a maior inibigéo na diluicéo 6,25% de OGO
e 93,75% OGO

Na Figura A observa-se a inibicado em torno de 50% da bactéria Escherichia
coliem meio TTC1% (cloreto de trifeniltetrazélio) e Figura B inibicdo de Candida

albicans e Aspergillus brasiliensis.
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Figura 20 Microdiluigdo com microplaca de 96 pocos.
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Tabela 22 Concentragéo Inibitéria Minima (CIM) do OGO 480 minutos.

Concentracdo Minima Inibitéria
100% da concentracéo inicial

OGO OGO OGO OGO OGO OGO Controle Controle
Amostra 0GO 50%  25%: 12,5% 6,25%: 3,125%: 1,5625 % positivo negativo
:0G oG :0G oG oG :0G Antimicrobi (meio de
50% 75% 37,5% 93,75% 96,875% 984375% ano cultura)
Diluicao AMOSTRA 50% 25% 12,50% 6,25% 3,13% 1,56% C+ CB
Sthaphyloco
ccus aureus NA - - - + + + + -
ATCC 6538
Escherichia
coli ATCC NA - + + + + + + -
8739
Aspergillus
brasiliensis NA - - + + + + + -
ATCC 16404
Candida
albicans NA - - - - + + + -
ATCC 10231

+ crescimento do microrganismo

- Inibicdo do crescimento do microrganismo

Inéculo Padrdo: Bactérias e Leveduras: 108 a 10 UFC/mL e Bolores: 10* a 10°
UFC/mL.

Os resultados demonstram que a mistura de 50% de OGO 480 minutos no
OG inibiu todos os microrganismos estudados. Com 25% de OGO 480 minutos,
ainda inibiu Sthaphylococcus aureus, Aspergillus brasiliensis e Candida albicans,
mas nao E coli. Diminuindo mais a concentragdo de OGO 480 minutos para
12,5%, a inibicdo ocorreu para Sthaphylococcus aureus e Candida albicans,
enguanto que na diluicdo de 6,25% de OGO 480 minutos inibiu somente a
Candida albicans.

Segundo Moreu, Violleau, Leakhal-Haimoud e Calmon (2015) testaram os
Oleos de girassol ozonizados contra S. aureus, E. coli e Streptococcus uberis.
Os resultados mostram atividade antimicrobiana a inibicdo, onde o 6leo
ozonizado testado o indice de peroxido foi de 2600 mEq O2/kg. (MOUREU et al.,
2015).
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A partir dos resultados, € possivel inferir a possibilidade de se ampliar o
uso de OGO em tratamento de feridas diabéticas (altamente suscetiveis a
infeccdes), pustulas, candidiase vulvovaginal, doenca infeciosas tépicas
causadas por fungos, principalmente pseudomonas, de dificil tratamento. De
acordo com Liu, Zeng L, Gao, Zeng J e Lu (2023) também sugerem que o0 OGO
pode ser utilizado também para de auxiliar na cicatrizacdo de feridas , tratar
topicamente dermatite atopica, psoriase etc. (LIU et al., 2023).

De acordo com Silva, Peirone, Amaral, Capita, Alonso-Calleja, Marques-
Magallanes, Martins, Carvalho, Maltez, Pereira e Capelo (2020), o OGO poderia
ser usado como uma alternativa para antibiéticos no tratamento de infec¢des

cuténeas causadas por bactérias multirresistentes. (SILVA et al., 2020).

45. Estudo in vitro de citoxicidade

De acordo com a Figura nas concentracdes de 1 a 10 mg/ml a amostra
OGO 480 minutos apresentou-se citotdxica, porém em concentracdes abaixo de
0,1 ug/ml a amostra néo foi citotoxica. O controle utilizado foi o Lauril éter sulfato
sadio sendo um componente citotoxico. (BABICH et al., 1997).

160
140

120
100 '
80
60
40
20 I
0

Ct 0,01 0,001 0,0001

Figura 21 Controle versus concentracdo de OGO 480 minutos.

Os resultados foram avaliados com auxilio do software Microsoft Excell. O
grupo controle Lauril éter sulfato sodio foi normalizado a 100% e a percentual

viabilidade celular na amostra e no controle positivo foi calculado em relacéo ao
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controle. A amostra OGO 480 minutos foi considerada citotdéxica quando
apresentou 30% ou mais de reducao de viabilidade celular ao controle, estudos
serdo necessarios além do estudo em in vitro.

De acordo com Gunaydin, Sevim, Tanyolac¢ e Gurpinar (2017) estudaram a
citotoxicidade com 6leo vegetal de azeite ozonizado associado ao 6leo vegetal
de azeite e observou-se que o 6leo de vegetal de azeite ozonizado com indice
de peréxido entre 2700 e 2900 mEq O2/kg, a amostra apresentou-se citotoxica.
Porém quando os pesquisadores (GUANAYDIN et al., 2017) realizaram a mistura

com Oleo vegetal de azeite, observou-se que nao foi citotoxica.
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5. CONCLUSAO

A padronizacao e caracterizacdo do OGO de 120, 240 e 480 minutos na
concentracéo 60 pg/ml de ozénio, as propriedades fisico-quimica se modificaram
com o aumento do tempo de ozonizagdo. A coloracao alterou, apresentando-se
mais clara, a densidade aumentou, o odor alterou, os indices de peroxido, acidez
aumentaram e indice de iodo reduziu.

Na ozonizacdo foi caracterizado a formacdo de novos compostos
ozonideos, os dados de CG-MS apontaram para o aparecimento de acido
benzoico, 2,5 furandione, fitosterois, entre outros.

Referente a atividade biolégica, o OGO 480 minutos se mostrou efetivo nas
cepas: Staphylococcus aureus ATCC 6538, Escherichia coli ATCC 8739,
Salmonela choleraesuis ATCC 10708, Pseudomonas aeruginosa ATCC 9027,
Candida albicans ATCC 10231 e Aspergillus brasiliensis ATCC 16404 entre os
ensaios microbiol6gicos como difusdo em agar, time-kill (tempo de morte) e CIM.
No ensaio CIM notou-se que a levedura Candida albicans ATCC 16404
apresentou a maior inibicdo na diluicdo 6,25% de OGO 480 minutos e 93,75%
OG, enquanto a bactéria Escherichia coli ATCC 8739 apresentou inibicdo na
diluicdo de 50% de OGO e 50% OG.

O parametro fisico-quimico indice de peréxido um assunto muito
comentado quando se trata de 6leo vegetal ozonizado, estudos corroboram que
ndo € apenas esse indice determinante para a qualidade do produto, porém
percebe-se que quanto maior o tempo de ozonizagdo, maior sera esse indice.
Um parametro predominante é a cromatografia, pois € nessa analise que vamos
identificar os componentes que terdo de fato a eficacia e também a seguranca
do produto.

Quanto ao resultado citotdxico em célula Balb/c 3T3 clone 31 in vitro o OGO
480 minutos mostrou-se citotoxico nas dosagens de 1 a 10 ug/mL, estudos
adicionais sao necessarios para seguranca.

Esse trabalho corrobora para a utilizacéo terapéutica de OGO: 480min 60
ng/ml Os padronizado, em doencas bacterianas e flngicas. E uma opgéo viavel

de tratamento sendo de origem vegetal, livre de conservantes e fragrancias.
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PERSPECTIVAS:

e Estudo de ozonizagao e caracterizacdo com outros 6leos vegetais como
Oleo de rosa mosqueta, 6leo de arnica e 6leo de caléndula.

e Estudo de atividade de cicatrizacdo em animais diabéticos com OGO
480 minutos.

e Estudo da potencialidade da utilizacdo de OGO 480 minutos em cancer
basocelular e melanomas (in vitro).

e Estudo de tratamento de pele tais como: acne, rosacea e melasma.
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