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RESUMO

A ozonioterapia é um procedimento médico, veterinario e odontoldgico bem difundido.
As técnicas utilizadas séo diversas e incluem a administracao direta e controlada do
gas 0z6nio e a utilizagdo de materiais/substancias previamente ozonizadas, como € o
caso dos Oleos ozonizados. Diversos tipos de 6leos podem ser ozonizados para
aplicacéo topica. A ozonizacao altera a estrutura dos 4cidos graxos que compdem 0s
Oleos, gerando compostos oxidantes (como peréxidos e ozonideos), que sao 0s
agentes no processo de cicatrizacao. Neste trabalho foi desenvolvido um método para
caracterizacdo da capacidade oxidante de Oleos ozonizados utilizando-se de
quimiluminescéncia. Para isso, 6leo de gergelim foi submetido & ozonizagdo em
diferentes tempos e caracterizados pelos seus indices de peroxidos, alteracées nos
espectros de infravermelho e por seu comportamento térmico. Os indices de peroxido
obtidos ap6s ozonizagéo foram (controle: 12 + 2 mmol kg2, 10 min: 177 + 5 mmol kg
1,30 min: 301 £ 5 mmol kg%, 60 min: 439 + 11 mmol kg2, 120 min: 628 + 10 mmol kg
). As andlises por infravermelho mostraram o desaparecimento progressivo da banda
de estiramento C=C e aumento da banda de estiramento OH, consistente com o
processo de ozondlise. Andlises por DSC foram capazes de detectar a decomposi¢ao
exotérmica exclusiva dos 6leos ozonizados. Os métodos quimiluminescentes foram
baseados na utilizag&do de luminol como sonda e peroxidase de raiz forte (HRP) como
catalisador. Em outra abordagem, a peroxidase foi substituida por taurina cloramina.
Os métodos foram otimizados em relacdo aos solventes, tampdes, pH, concentracdo
de luminol, HRP e taurina cloramina. Foi observada uma correlacdo entre a emisséo
de quimiluminescéncia e a concentragcdo dos 6leos ozonizados. No entanto, o
aumento excessivo do tempo de ozondlise provocou diminuicdo da emissdo de
quimiluminescéncia. Em conclusdo, o método desenvolvido apresentou potencial
como método alternativo para estudo do poder oxidante de éleos ozonizados.

Palavras chave: ozondlise, 6leo ozonizado, quimiluminescéncia.



ABSTRACT

Ozonotherapy is a widespread medical, veterinary and dental procedure. The
techniques used are diverse and include the direct and controlled administration of
ozone gas and the use of preciously ozonated materials, such as ozonized oils.
Several types of oils can be ozonized for topic application. Ozonization alters the
structure of the fatty acids, generating oxidizing compounds (such as peroxides and
ozonides), which are the agents in the wound healing. In this work, a technique for
characterizing the oxidizing capacity of ozonized oils using chemiluminescence was
developed. For this, sesame oil was subjected to Ozonization at different times and
characterized by its peroxide index, changes in infrared spectra and its thermal
behavior. The peroxide index obtained after Ozonization were (control: 12 + 2 mmol
kg, 10 min: 177 £ 5 mmol kg1, 30 min: 301 + 5 mmol kg, 60 min: 439 + 11 mmol kg
1, 120 min: 628 + 10 mmol kg?). Infrared analysis showed the progressive
disappearance of the C=C stretch band and increase in the OH stretch band,
consistent with the ozonolysis process. DSC analysis were able to detect an
exothermic decomposition unique to ozonized oils. The chemiluminescent methods
were based on the use of luminol as a probe and horseradish peroxidase (HRP) as a
catalyst. In another approach, peroxidase was replaced by chloramine taurine. The
methods were optimized in relation to solvents, buffers, pH, luminol concentration,
HRP and chloramine taurine. A correlation was obtained between chemiluminescence
emission and concentration of ozonized oils. However, the excessive increase in
ozonolysis time caused a decrease in chemiluminescence emission. In conclusion, this
technique presented potential as an alternative method for studying the oxidizing
power of ozonized oils.

Keywords: ozonolysis, ozonized oil, chemiluminescence.
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1. INTRODUCAO

A ozonioterapia € um procedimento médico, veterinario e odontologico ja bem
estabelecido na literatura e bastante utilizado em paises da Europa e América Latina®.
No Brasil, faz parte de estudos experimentais e existem varias maneiras de aplicacdo
do ozbnio, sendo os mais comuns a insuflacdo de gas oz6nio, agua ozonizada e 0Oleo

ozonizado.

O processo de ozondlise do 6leo provoca uma alteragdo na cadeia carbénica
dos acidos graxos, gerando compostos peroxidicos, principalmente ozonideos,
hidroperoxidos e compostos carbonilicos. Esses peroxidos e ozonideos sdo 0s
responsaveis pelo stress oxidativo local na membrana plasmatica de fungos e
bactérias, causando o rompimento de sua parede celular, facilitando a permeabilidade
destes compostos dentro da célula, onde irdo ocorrer reacdes a nivel molecular,
podendo ser geradas espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo agentes naturais

bastante efetivos em espécies resistentes aos tratamentos comuns?,

Bactérias e fungos sdo comumente encontrados no ambiente bucal, e
normalmente encontra-se dificuldade no tratamento, devido a sua resisténcia aos
medicamentos comuns, além da possibilidade de reacBes alérgicas a seus
componentes. Os 6leos ozonizados podem ser importantes aliados na eliminacao de
bactérias resistentes, uma vez que sua acao ocorre na parede celular, provocando a
precipitacdo de sua membrana citoplasmatica®?. Em 2019, Vadhana, et. al.5, realizou
um estudo randomizado onde comparou um enxaguante bucal comercial com o éleo
de gergelim ozonizado, para validar sua eficacia na eliminacdo da bactéria S. mutants,

comum no biofilme oral e obteve resultados satisfatorios.

Apbs a ozonolise, os 6leos devem ser caracterizados para avaliar as alteragfes
decorrentes em sua cadeia. Diversas técnicas ja sdo amplamente utilizadas para sua
caracterizac&o, sendo a principal delas a de indice de Perdxidos, uma vez que estes
sdo os principais produtos da oxidacdo de acidos graxos®. Além de andlises fisico-
quimicas, andlises espectroscépicas, como RMN e FT-IR"'2 sdo importantes pois

geram informacdes sobre a natureza das espécies formadas?s.
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Uma outra maneira bastante eficiente de determinacdo de substancias
oxidativas é a Quimiluminescéncia. Esta técnica € baseada na oxidacdo de uma
substancia suscetivel, gerando emissdo de luz das moléculas em seu estado

excitadol415,

Neste trabalho foi desenvolvido um método quimiluminescente para determinar
a capacidade oxidante de 6leos ozonizados. O método teve como base a utilizac&o
do catalisador peroxidase de raiz forte (HRP) e a sonda quimiluminescente luminol.
Em outra abordagem, a HRP foi substituida por taurina cloramina (Tau-NHCI). Os
meétodos foram otimizados e mostraram 6tima correlacao entre a concentracéo de Oleo
e a intensidade de emisséo de luz. Através desta técnica foi possivel correlacionar o

grau de ozonizac¢do do 6leo de gergelim com a emisséo de quimiluminescéncia.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

O ozobnio é um gas, variedade alotrépica do oxigénio, de leve cor azulada.
Possui estrutura angular, com angulos de 116,8° e o comprimento de suas ligagbes é
de 127,8 pm. Sua estrutura de ressonancia pode ser verificada na Figura 1. Na
atmosfera é formado naturalmente, e sua maior concentracdo esta na estratosfera,
onde é responsavel por limitar a quantidade de radiacdo ultravioleta na superficie

terrestrel’-18,

Figura 1: Hibrido de ressonancia do 0zénio. Adaptado de Motta, 2011%°.

or of

I N

Mesmo sendo formado naturalmente na estratosfera, altas concentracdes de
ozobnio na troposfera, a parte mais inferior da atmosfera, podem causar danos ao meio
ambiente e a salde dos organismos vivos'®., Sendo uma substancia altamente
oxidante, o 0zbnio é capaz de reagir com substancias organicas, atuando como um
poluente secundéario. O 6rgdo que regulamenta e monitora a qualidade do ar no
Estado de Sao Paulo € a CETESB, e determina que a concentracdo maxima permitida
de oz6nio é de 160 pg m=3em um limite de uma hora, enquanto a Organizacdo Mundial
de Saude (OMS) determina um limite maximo de 100 pg m= por um periodo de 8
horas?'?, para o Instituto Nacional de Seguranca e Salde Ocupacional (NIOSH) o limite
é de 200 pg m=329,

O ozdnio também pode ser formado quando oxigénio medicinal é submetido a
um campo elétrico. Descoberta realizada pelo quimico Werner von Siemens, inventor
do tubo de super-inducdo, ou tubo de Siemens, baseado no método corona, que
consiste de duas placas de eletrodo superpostas que na presenca de alta tenséo gera
0z6nio??2, Esse campo leva a dissociacdo da molécula de oxigénio, que sdo muito
instaveis, e acabam ligando-se uns aos outros por conta do excesso de atomos de

oxigénio, formando o 0z6nio'"23,

Quando é gerado para fins medicinais, alguns cuidados devem ser tomados,
para que subprodutos ndo sejam gerados. O gas a ser utilizado deve ser
preferencialmente o oxigénio puro, pois o ar atmosféerico possui moléculas de

nitrogénio, que pode gerar compostos nitrogenados. A reacdo de formacao do ozonio
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libera -68,4 cal e é reversivel, o que indica que o o0zbnio se decompde

espontaneamente, dificultando sua armazenagem.

O processo de formacao do ozénio pelo método corona pode ser verificado nas
equacdes 1 e 2, e sua decomposicdo nas equacdes 3 e 4%°. A equacgédo 5 propde a

reacao geral para formacéo do ozénio.

e+0,- 20 +¢ Equacgao 1
0+ 0, - 0; Equacéo 2
0°+ 03 - 20, Equacéo 3
E+0;->0,+0 +¢ Equacéao 4
30, — 20, Equacéo 5

Como os pulmdes ndo possuem um sistema antioxidante capaz de resistir a
oxidacao do ozobnio, este ndo deve ser inalado, pois pode gerar efeitos toxicos na
traqueia e nos brénquios. A aplicagéo intravenosa de oz6nio também néo é mais uma
técnica aprovada pela Sociedade Europeia de Ozonioterapia, desde 1983, pois foi

verificada ocorréncia de embolia pulmonart’-23,

Em contato com os componentes sanguineos, o oz6nio tem capacidade de
ativar algumas propriedades biol6gicas, como a geragao imediata de EROs que sdo
inativadas pelo sistema antioxidante do organismo, gerando subprodutos como
peréxido de hidrogénio, aldeidos e produtos de oxidacao lipidica (LOPs). Esta cadeia
de reacdes gera uma resposta antioxidante de todo o organismo, nas células e nos

6rgéos, ndo sendo mais uma acédo de reparacdo direta do 0z6niol"?4,

Areacao de ozondlise € uma das principais reagdes do 0zénio com substancias
organicas insaturadas, e € caracterizada pela clivagem das duplas ligacdes, formando

outros compostos como aldeidos, cetonas e compostos carbonilicos.

2.1 OZONIOTERAPIA

7

O ozbnio é um agente altamente oxidante, ficando atras apenas de duas

substancias: o flior e o persulfato?®. Por conta deste efeito oxidante, ele é um
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poderoso agente bactericida, antiviral e antifingico, e é seguro na utilizacdo para
diversas finalidades, incluindo tratamento de agua, esterilizacdo de instrumentos de
uso médico e higienizacdo de alimentos!’. Apds alguns experimentos com
higienizacdo de legumes, foi comprovada a acéo bactericida do ozénio na agua sem
perda de suas propriedades organolépticas, e esta técnica vem sendo utilizada para

o tratamento de agua potavel, principalmente em areas da Europa®®.

A ozonioterapia foi muito difundida no inicio do século XX, durante a Primeira
Guerra Mundial, para tratamento de gangrenas e outros ferimentos, e foi bem
consolidada no tratamento de pelo menos 114 doencas desde o inicio de sua
utilizacdo?®. Porém, apds diversos acidentes envolvendo esse tipo de terapia, em
decorréncia de ma utilizacdo ou da falta de experiéncia e conhecimentos sobre o
assunto, ela ficou esquecida pela comunidade médica; retornando apés melhores
estudos envolvendo o 0z6nio?®. Por conta de sua toxicidade, quando mal utilizado, o

ozobnio divide opinides na comunidade médica.

O ozdnio foi descoberto pelo alemao Christian Frederick Schonbein, em 18407,
quando este estava fazendo experimentos com uma pilha voltaica na presenca de
oxigénio, quando percebeu a emissdo de um gas com odor elétrico e pungente?%25,
Por conta da percepcéo de sua alta reatividade, Schonbein acreditou que o 0z6nio
poderia ser utilizado como desinfetante. Porém, néo teve eficacia quando o utilizou
para tratamento de uma infeccao por Bacillus anthracis enquanto trabalhava em um

experimento para novos conservadores de carnes?..

Alguns pesquisadores da ozonioterapia creditam ao Major George Stoker o
pioneirismo da investigacao e utilizacdo médica do ozénio. Enquanto participava da
Guerra Britanica-Zulu, ele se interessou pela maneira que os Zulus tratavam seus
doentes. Eles rejeitavam todos os medicamentos que eram oferecidos pelos seus
invasores, e levavam o0s doentes para altas montanhas por uma ou suas semanas,
afim de inalarem ar puro. Quando o Major retornou para Londres, iniciou estudos com
tratamentos utilizando misturas de oxigénio com ar puro, fundando entédo a “Casa do
Oxigénio”, que consistia em expor os pacientes a esta mistura, por via inalatoria ou
apenas o membro ferido, que ficaram conhecidas como camaras hiperbaricas. Apos

0 sucesso da utilizacdo do oxigénio, ele iniciou tratamentos utilizando misturas de
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oxigénio com 0zonio, e teve diversos estudos publicados na revista Lancet no inicio

dos anos 190028,

O ozobnio era utilizado inicialmente para tratamento de ferimentos e infecgbes
onde ndo havia a possibilidade de utilizacao de antibiéticos comuns. Porém, conforme
os estudos avangaram, percebeu-se que o Oz ndo so6 possui efeito bactericida, como
também possui propriedades hemodinamicas e anti-inflamatorias, além de permitir
que aconteca nos tecidos uma ferida fisioldgica, o que reduz o aparecimento de
queldides?®, o ozo6nio possui capacidade de estimular angiogénese, que é a
capacidade do corpo de criar novos vasos sanguineos; e efeito desbridante®. A acéo
do ozbnio na inativacdo de bactérias se da pelo rompimento da barreira celular através
da oxidacdo de fosfolipidios e lipoproteinas; no combate aos virus, o 0zonio danifica
a camada externa de proteinas que envolvem o &cido nucleico e altera o ciclo
reprodutivo do virus através da supressao do contato deste com a célula humana por

peroxidacéo?®.

Em meados dos anos 1980, cientistas alemées iniciaram estudos para
utilizacao da auto-hemoterapia no tratamento de pacientes com HIV. As principais vias
de administracdo do o0zonio sdo: aplicacdo tépica com O6leos ou agua ozonizada;
método infiltrativo; aplicacdes de ozdnio via intra-arterial; e o método sistémico,
denominado auto-hemoterapia, que consiste em ozonizar 0 sangue do préprio
paciente para posteriormente reintroduzi-lo no organismo. Com o medo de o HIV vir a
se tornar uma pandemia mundial, e sem medicamentos eficientes para seu
tratamento, autoridades canadenses autorizaram estudos para verificar a eficacia da
auto-hemoterapia, como método alternativo. Os testes in vitro mostraram-se bem
sucedidos na desinfeccao de sangue contaminado por HIV, porém os testes in vivo

nao demonstraram o mesmo resultado?8.

A utilizacdo do ozbnio para tratamento de doencas € um assunto bastante
controverso na area médica. O Conselho Federal de Medicina brasileiro (CFM) define
a ozonioterapia como um procedimento que pode ser realizado apenas em carater
experimental, com concordancia por parte do paciente de acordo com as condi¢des
em que a pesquisa serd realizada, e cuja aplicacdo clinica das técnicas mais
agressivas, ndo esta liberada, de acordo com a Resolucdo CFM n° 2.181/20183. Isto

se deve a falta de estudos clinicos randomizados, além da falta de consenso entre os
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estudos quanto a dose segura de administracdo do 0z6nio e os riscos decorrentes de

sua ma utilizacdo, como sequelas e até mesmo morte do paciente por embolia gasosa.
2.2 OLEOS OZONIZADOS

Devido ao seu alto efeito oxidante, que € maior que o do oxigénio puro, o 0zonio
é considerado um poderoso agente bactericida, antiviral e antifiingico?’?°. Em seu

estado gasoso, é muito reativo, € muitas vezes néo esta apto para utilizacéo tépica®.

Como mencionado anteriormente, 0 0zonio é capaz de reagir com substancias
organicas insaturadas. A ozondlise € uma reacédo ja bem estabelecida na literatura e
promove a clivagem de duplas ligag6es carbono-carbono®?, e tem como intermediario
molozonideos, que se rearranjam formando ozonideos. Estes, por sua vez, levam a
formacéo de hidroperéxidos e compostos carbonilicos33. Nos 6éleos, a reagdo com o
0z6nio ocorre principalmente nas duplas ligacdes dos acidos graxos insaturados,
como é o caso dos acidos oleico e linoleico. Esta, por sua vez, leva a formacao de
compostos oxigenados, como ozonideos, peréxidos poliméricos e outros peréxidos

organicos?,

E interessante notar que 6leos puros podem sofrer oxidag&o natural, levando a
existéncia de peréxidos formados a partir de sua exposi¢cado ao ar. Nao sendo algo
desejavel para utilizacdo alimentar, existem resolucbes para estabelecer valores
aceitaveis de peréxidos. De acordo com a Resolu¢do RDC n° 270, de 22 de setembro
de 2005, da Anvisa, a quantidade maxima de peroxidos permitida para 6leos e
gorduras refinados, como é o caso do 6leo de gergelim, deve estar abaixo de 10 meq
kgt 3.

As reacdes quimicas que ocorrem no 6leo quando ozbénio é borbulhado, sao
bem complexas, e possui diversos mecanismos de reacao, conforme foi descrito por
Criegee. Os produtos sado variados, e incluem peréxidos organicos, hidroperdxidos e
peréxidos poliméricos’!!, que estdo ligados a acdo oxidante dos 6leos ozonizados.
Estas sdo moléculas altamente instaveis e oxidantes, que sdo geradas quando as
moléculas de o0zonio quebram as duplas liga¢des carbonilicas que estéo presentes no
Oleo. Essa reagdo pode produzir também compostos mais estaveis, como cetonas e

aldeidos®°.
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Diversos tipos de 6leos podem ser ozonizados para utilizacdo topica®30.34.36-43,
E a estrutura de sua cadeia, ou seja, a quantidade de duplas ligac6es na cadeia pode
influenciar no resultado da ozondlise. A utilizagdo de 6Oleos essenciais in natura e
ozonizados para o tratamento de infec¢des pelo fungo T. mentagrophytes foi o objetivo
de estudo de Kume, et. al.*3, em 2021. Neste estudo, 6leos de canela, cravo-da-india,
citronela, eucalipto e menta foram ozonizados e comparados com suas versdes nao
ozonizadas na determinagdo das concentracdes inibitorias e fungicida em culturas do
fungo de estudo. De acordo com os resultados obtidos, os 6leos de citronela, canela
e cravo-da-india demonstraram melhores resultados em comparacéo ao seu 0Oleo in
natura, apresentando melhor atividade antifGngica em menores tempos de exposicao.
Os oOleos de eucalipto e menta também obtiveram bons resultados, mas precisaram

de maiores tempos de exposicdo ao fungo para garantir reducao na carga fungica.

O oleo de gergelim vem sendo utilizado em diversas areas, como indastria de
alimentos, cosméticos, como fixador de perfumes, e na industria farmacéutica como
carreador de substancias lipossollveis**. A composicdo majoritaria do 6leo de
gergelim sdo os acidos oleico e linoleico (Figura 2)*, que séo triglicerideos
insaturados. Este 6leo tem uma estabilidade oxidativa superior quando comparado
com 6leos de outras origens por conta da existéncia de antioxidantes naturais’#6. A
atividade antioxidante do 6leo de gergelim tem papel fundamental na reducédo de
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) tbxicas, melhorando a cicatrizacdo de
feridas®®4’. Além disso, o 6leo de gergelim ozonizado induz o crescimento de

fibroblastos e colageno, o que indica um bom processo de cicatrizacdo*’.

Figura 2: Estruturas moleculares dos acidos oleico (A) e linoleico (B) (Fonte: autor)
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Varios estudos in vitro foram realizados para verificar a eficacia de Oleos
ozonizados frente a culturas de bactérias, identificando seu poder bactericida para
posterior utilizac&o in vivo. Rensi, et al.*8, utilizou 6leos ozonizados em uma cultura de
bactérias do tipo Propionibacterium acnes para verificar sua eficicia na utilizacéo de
Oleos ozonizados no tratamento de acne. Seu estudo foi realizado com base na
necessidade de desenvolvimento de tratamentos alternativos aos antibidticos
quimioterapicos, que estdo sendo utilizados em larga escala e se tornaram uma
questdo de saude publica, devido ao desenvolvimento de bactérias que se tornam
resistentes aos antibioticos comuns. Foram utilizados o6leos de girassol e coco
ozonizados neste estudo, e a identificacdo de atividade bactericida foi realizada de
forma qualitativa, utilizando-se de corante Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetraz6lio. Nos dois
Oleos foi identificado efeito bactericida nas coldnias de bactérias, tornando-os, assim,

aliados no tratamento de acne inflamatoria.

A utilizacdo de ozonioterapia, com a aplicacdo de 6leos ozonizados, é muito
difundida na &rea veterinaria e odontoldgica. Existem diversos estudos utilizando
técnicas com 6leos ozonizados que obtiveram bons resultados, eliminando a utilizacédo
de antibidticos e anti-inflamatérios, principalmente em casos onde essas medicacfes

ndo puderam ser utilizadas3”4%-51,

Um estudo realizado por Sanches, em 2008%°, relata a utilizacdo de 6leo
ozonizado para cicatrizagcdo e retracdo tecidual de uma lesdo no torso de um
porquinho da india. A administracdo do 6leo foi realizada topicamente sobre a leséo,
e apos 8 dias de tratamento foi verificada a cicatrizacdo completa da pele, sem a
necessidade de utilizacdo de outras interagbes medicamentosas durante o
tratamento. Demonstrando, assim, sucesso da utilizacdo deste método em Cavia

porcellus, sem efeitos colaterais observados.

Um estudo de caso foi reportado por Spadea, et al.?® em 2018, onde um gato
deu entrada no hospital veterinario apresentando uma conjuntivite crénica desde seu
nascimento, causada pela bactéria Enterococcus spp. Uma vez que o animal nao
respondia aos tratamentos convencionais com a utilizacdo de anti-inflamatorios e
antibioticos, foi utilizada a ozonioterapia, com um colirio ozonizado especialmente
desenvolvido para utilizacdo oftalmica (Figura 3). Este colirio consiste em um 6leo

ozonizado lipossdmico que foi administrado duas vezes ao dia, uma gota em cada
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olho. Apés dez dias de tratamento, os sintomas de conjuntivite ndo foram mais

detectados no animal.

Figura 3: Utilizagdo de colirio de 6leo ozonizado para o tratamento de conjuntivite crénica de um gato?°.
Reproduzido com autorizagdo do autor?®

Fig. 3. Right eye of a 6-month-old cat before starting the treatment. Note marked conjunctival edema, red-  Fig. 4. Same eye of Figure 3 after 10 days of therapy. Normal eye, with mucous discharge still present,
dening of the conjunctiva, and mucous discharge,

Na odontologia, a utilizacdo de 6leos ozonizados associados a curativos de
demora esta sendo amplamente estudado como substituinte de antibioticos. A
utilizac&o de hidréxido de célcio como curativo de demora ja € bem definida, por conta
de sua alta eficacia contra algumas bactérias, porém € de ciéncia que ndo é um
poderoso agente bactericida, por isso 0s especialistas fazem uso deste produto

associado a outras substancias que possuam estas propriedades?.

Em 2006, Diaz, et al.>?, realizou um estudo in vitro para avaliar a capacidade
bactericida de dois tipos de 6leos vegetais ozonizados. Os 6leos escolhidos foram o
6leo de oliva e o 6leo de semente de girassol. Foram misturados, separadamente, 80
mL de cada 6leo com 8 mL de 4gua, e estas misturas foram inseridas no ozonizador.
O processo de ozonizagao foi realizado em banho a temperatura ambiente (25°C), e
foram obtidas 2 amostras de 6leo ozonizado para cada mistura, variando-se o tempo
de ozonizagcdo no reator. Os O6leos ozonizados foram caracterizados e avaliados
guanto as quantidades de peroxidos, acidez, e indice de iodo. Apos a caracterizacao,
os 6leos foram avaliados quanto a capacidade bactericida frente as bactérias S.

aureus, E. coli e B. subtilis e obtiveram resultados satisfatorios.

Um estudo realizado por Cruz?’ em 2006, demonstrou a avaliacdo in vitro de
6leos ozonizados como agente bactericida em curativos de demora na odontologia.
Sua proposta foi avaliar a associacédo de 6leos ozonizados a curativos de demora ja
utilizados e aceitos pela comunidade odontolégica: “Calen®” e “Calen PMCC®”. Em
seu trabalho, as bactérias E. faecalis e P. aeruginosa foram semeadas em placas de

Petri e expostas aos materiais ozonizados por um periodo de até 180 dias apés a
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ozonizacdo para verificar a eficacia durante longo periodo. Os resultados
demonstraram que os 6leos associados a utilizacdo de curativos de demora possuem

boa atividade bactericida e sdo seguros para utilizagéo na odontologia.

Algumas espécies de fungos podem causar lesdes na pele, chamadas de
dermatofitoses, comumente conhecidas como micoses. A busca por medicamentos
alternativos, que possuam baixa toxicidade e baixo custo se mostrou uma
necessidade. Os resultados do estudo evidenciam que a utlizacdo de Oleos

essenciais ozonizados é promissora para o tratamento de infecgdes flngicas®6:43.

Um dos principais problemas enfrentados atualmente no tratamento de
infeccbes bacterianas diz respeito ao aumento de bactérias resistentes aos
antibiéticos comuns. Isso se deve, principalmente, ao uso exacerbado de antibiéticos
e ao surgimento de superbactérias*®%3. A principal vantagem da utilizacdo de 6leos
ozonizados para tratamento de infeccdes, é a ndo selecdo de bactérias resistentes,
uma vez que o sistema oxidante do 6leo ozonizado atua diretamente na parede celular
das bactérias, causando sua morte. Em 2020, Monteiro, et. al.>3, demonstraram a
utilizacéo de 6leos ozonizados para o tratamento de bactérias E. faecalis resistentes
aos antibioticos comuns, isoladas de uma infeccdo endoddntica. O estudo, realizado
in vitro, utilizou 6leo de girassol ozonizado e gas ozénio aplicados diretamente nas
culturas da bactéria, comparados com culturas sem tratamento e tratadas com 6leo
de girassol puro. Seus resultados demonstraram efetiva reducdo microbiana nas

culturas tratadas com o Gleo ozonizado e gas 0zonio.

Estes resultados confirmam a acédo oxidante do 6leo ozonizado para o efetivo
tratamento de infec¢Bes bacterianas e fangicas. Isto se deve ao fato de a ozondlise
alterar a estrutura do 6leo, gerando compostos passiveis de stress oxidativo, como as

espécies quimicas oxigenadas reativas.

2.3 METODOS PARA A CARACTERIZACAO DOS OLEOS
OZONIZADOS

Sao diversos os métodos para a determinacdo de peroxidos em sistemas
oxidantes®*. Sendo o principal agente oxidante nos 6leos ozonizados, a determinacéo
da quantidade de peroxidos gerada na ozonizacéo de 6leos é crucial para quantificar
seu poder bactericida.
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O principal método é o indice de peroxidos, que identifica todas as espécies
capazes de oxidar o iodeto de potassio a iodo%>5¢, E uma técnica ja bem estabelecida

na literatura, e seu procedimento pode ser encontrado facilmente nas farmacopeias®’.

Além da determinacdo de peroxidos, as técnicas espectroscopicas sao
importantes aliadas na determinacéo das alteracdes na cadeia do 6leo decorrente de
sua ozondlise. Técnicas como o Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR),
Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio e de carbono (RMN H e 3C), além
de técnicas cromatogréficas, ja foram utilizadas por diversos autores para a

caracterizagdo de 4cidos graxos ozonizados.511:58

As técnicas termoanaliticas s@o bastante utilizadas para demonstrar diversos
eventos térmicos, como transicdes entalpicas e determinar reacbes endo ou
exotérmicas de acordo com as variagdes de temperatura na amostra. O calor retirado
ou fornecido na amostra é capaz de provocar diversas modificacées fisicas ou
guimicas em sua estrutura, que pode trazer informacdes sobre as energias de suas
ligagBes. Para os 0leos ozonizados, os estudos térmicos sdo muito importantes para
a determinacédo do grau de ozondlise do 6leo, além de possibilitar o entendimento dos

produtos da reacdo do 6leo com o 0z6niot?°,
2.4  QUIMILUMINESCENCIA

Quimiluminescéncia pode ser descrita como uma reacéo onde € formada uma
espécie que estd em um estado eletronicamente excitado'4. Nesta reacdo, a espécie
formada tem dois caminhos: emitir radiacdo e retornar ao estado inicial, ou transferir
sua energia para uma molécula capaz de emitir luminescéncia®. A maior parte das
reacoes quimiluminescentes sédo provenientes da oxidacdo do oxigénio e de seus
derivados, como o peréxido de hidrogénio, o anion superéxido e o radical hidroxila4.
Para ser caracterizada como quimiluminescente, a reag¢ao precisa satisfazer alguns
requisitos: ela deve gerar energia suficiente que precisa ser canalizada para que
sejam produzidas espécies no estado eletronicamente excitado; a reacao deve ser
favoravel energeticamente, ou seja, ser exotérmica; e o rendimento da reacao deve
ser alto, para que seja garantida a desativagdo radiativa da espécie no estado

excitado4.69,
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O rendimento quantico da reacao pode ser obtido integrando-se a area sob a
curva analitica da intensidade de emissao versus o tempo da reacéo, em um intervalo

determinado, e sua intensidade maxima é proporcional a concentracdo do analito®.

Diversos sistemas quimiluminescentes sdo utilizados para fins analiticos. Os
mais comuns envolvem a utilizacdo de sondas como luminol, lucigenina, compostos
de Ferro e alguns derivados inddlicos. E, muitas vezes, sdo necessarios catalisadores
como as peroxidases. Entre elas destaca-se a Horseradish peroxidase (HRP), uma
enzima que possui um grupo prostético heme, também identificado como
ferroprotoporfirina, formado por um ion Fe3* ¢, Esta enzima é largamente utilizada em
meétodos analiticos por conta de sua estabilidade, além de sua capacidade de catalisar

a oxidacdo dos mais variados substratos utilizando-se de peréxido de hidrogénio'4.

Uma das vantagens do método analitico da quimiluminescéncia € sua alta
sensibilidade®?%3, Por exemplo, utilizando luminol como sonda quimiluminescente e a
HRP como catalizador, a deteccao de peréxido de hidrogénio pode chegar a ordem
de 3 uM, que ainda pode ser aumentado utilizando outros compostos, como acido p-

cumarico, fenol e anilina®.

Algumas reac¢des quimiluminescentes induzidas por gas ozénio séo utilizadas
como detectores de nitrogénio e enxofre em cromatografia gasosa®-. Este sistema
também pode ser utilizado para determinacdo de compostos organicos tanto em
solugéo como em estado soélido, como por exemplo corantes adsorvidos em solidos®’.
Sendo os peroxidos os produtos principais da reacdo de ozondlise, um sistema
baseado em quimiluminescéncia apresenta potencial para caracterizar a capacidade

oxidante de 6leos ozonizados.
3. OBJETIVOS

Otimizar a producdo de Oleos ozonizados, caracteriza-los quimicamente e
desenvolver um método quimiluminescente para a caracterizacdo da capacidade

oxidante destes 0leos.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1 REAGENTES E SOLVENTES

Os reagentes e solu¢des utilizados nos procedimentos foram: éleo de gergelim
(sesame oil), luminol (CgH,N5;0,), peroxidase de raiz forte (HRP), sulfato ferroso
(FeS0,), 2-metilindol (CoHoN), iodeto de potéssio (KI), amido 0,2%, &cido acético
glacial (CH;COOH), triclorometano (CHCl3), acido sulfurico (H,S0,) P.A., tiossulfato de
sédio (Na,S,0;), fosfato de sodio (NasP0,), tris(hidroximetillaminometano
((HOCH,);CNH,), etanolamina (HOCH,CH,NH,), taurina (acido 2-
aminoetanossulfénico), &cido hipocloroso (HOC!), tetraidrofurano (C,H,0), isopropanol
(C3Hg0), ciclo-hexano (C¢H,,), acetona (C3;H,0), iodeto de mercurio (ll), todos
adquiridos da Sigma Aldrich Chemical Co. (St. Louis, MO, EUA).

4.2 EQUIPAMENTOS

Neste trabalho foram utilizados os seguintes equipamentos: medidor de pH (pH
3000, Analyser); balanca analitica (AG245, Mettler Toledo); Luminémetro (Centro LB
960, Berthold Technologies); Gerador de Ozb6nio (OEM Modelo GL-3189A);
espectrofotometro de FT-IR (FT/IR-4600, Jasco Technologies).

4.3 PREPARO DAS SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analitico, sem
passar por nenhuma purificacdo adicional. A 4gua utilizada foi duplamente deionizada

utilizando-se um sistema de osmose reversa e um sistema de purificacdo Milli-Q.
4.3.1 Luminol 10,0 mmol L%

Para o preparo de uma solucéo de Luminol 10,0 mmol L'* (Massa Molar: 177,16
g mol?) foram pesados, em um tubo de microcentrifugacédo de 1,5 mL, 0,00199 g e

dissolvidos com 1000 puL de agua deionizada. Esta solucéo foi mantida em geladeira.
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4.3.2 Peroxidase de Raiz Forte 5,0 pmol L

Para o preparo de solucédo estoque de HRP 5,0 pmol L'* (Massa Molar: 44000
g mol?), foram pesados 0,0011 g de HRP e diluido em tampé&o fosfato pH 7.0. A
solucéo de 0,5 pmol L™ foi preparada a partir desta solucéo diluida em tampéo fosfato
pH 7.

4.3.3 Taurina 0,5 mol L1

Para o preparo de 5 mL da solugdo de Taurina, 0,5 mol L'* (Massa Molar: 125,0
g molt), foram pesados 0,3125 g de Taurina e diluido com 5 mL de 4gua. Esta solucédo

nao foi mantida em geladeira.
4.3.4 Solucdo Taurina Cloramina 5,0 mmol L

Para o preparo de 5 mL de Taurina Cloramina 5,0 mmol L1, foram pipetados
0,5 mL da solucédo de Taurina 0,5 mol L%, a esta solucéo foram adicionados 0,023 mL

de HOCI 1,08 mol L* e completados com 4,477 mL de agua.
4.3.5 Tiossulfato de S6dio 0,1 mol L

Para o preparo de 50 mL de solucéo de Tiossulfato de Sédio 0,1 mol L (Massa
Molar: 248,18 g molt), foram pesados 1,2409 g de tiossulfato de sédio e o volume de

50 mL foi completado com agua em um baldo volumétrico.
4.3.6 Amido 1%

Para a preparacao da solucdo de amido 1%, fez-se uma pasta remoendo 2 g
de amido e 10 mg de iodeto de mercurio (II) com cerca de 30 mL de 4gua. Esta pasta
foi vertida em cerca de 1 L de agua fervente para resultar em uma suspenséo clara.
Apbs a solugéo ser resfriada em temperatura ambiente, foi transferida para um frasco

com tampa esmerilhada e armazenada em geladeira.
4.3.7 Solucao Saturada de KiI

Para o preparo da solucdo saturada de Kl, adicionou-se 50 mL de dgua em um

béquer e adicionou-se Kl até que este ndo fosse mais dissolvido.
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4.3.8 Mistura de Solventes acido acético:cloroférmio (3:2)

Para o preparo de 10 mL da mistura de solventes utilizada na titulagéo,
adicionou-se em um frasco 60 mL de acido acético glacial e 40 mL de cloroférmio.
Esta solucao foi armazenada em geladeira.

4.3.9 Solucédo tampédo fosfato de s6dio 10,0 mmol Lt pH 7

Inicialmente, preparou-se uma solug¢do de fosfato monobéasico de sddio 10,0
mmol L (Massa Molar: 119,98 g mol?) e uma solugéo de fosfato dibasico de sédio
10,0 mmol L* (Massa Molar: 141,96 g mol?). Para o preparo de 100 mL de solucéo
tampao fosfato de sédio 10,0 mmol L1, adicionou-se em um béquer 50 mL da solugéo
de fosfato monobasico de sédio 10,0 mmol L%, e o pH foi ajustado adicionando-se a

esta solucéo, fosfato dibasico de sédio 10,0 mmol L.

4.3.10 Solucédo tampéo tris(hidroximetil)aminometano 50,0 mmol L pH 8
e9

Para o preparo de 100 mL de solucdo tampéo tris(hidroximetil)aminometano,
50,0 mmol L' (Massa Molar. 121,14 g mol?), foram pesados 0,6 g de
tris(hidroximetil)aminometano, e dissolvidos em cerca de 60 mL de 4gua deionizada.
Os ajustes de pH foram realizados adicionando-se acido cloridrico 0,1 mol L'*. Quando
o pH desejado foi alcancado, o volume de 100 mL foi completado em baldo

volumétrico com agua deionizada.
4.3.11 Solucédo tampéao etanolamina 50,0 mmol L, pH 10 e pH 11

Para o preparo de 100 mL de solugcdo tampédo etanolamina, 50,0 mmol L
(Massa Molar: 61,1 g mol?), foram pesados 0,3 g de etanolamina, e dissolvidos em
cerca de 60 mL de agua deionizada. Os ajustes de pH foram realizados adicionando-
se &cido cloridrico 0,1 mol Lt. Quando o pH desejado foi alcan¢ado, o volume de 100

mL foi completado em bal&o volumétrico com agua deionizada.
4.3.12 2-Metilindol 100,0 mmol L

Para o preparo de 5 mL da solucdo de 2-Metilindol, 100,0 mmol L (Massa
Molar: 131,17 g mol*) foram pesados 0,0655 g, e o volume foi completado em baléo
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volumétrico com alcool etilico. A concentracdo de 2,0 mmol L foi preparada a partir

desta solucéo, diluida em alcool etilico.
4.3.13 Lucigenina 10,0 mmol L

Para o preparo de 1 mL de solucéo de lucigenina, 10,0 mmol L* (Massa Molar:

510,506 g mol?t) foram pesados 0,005 g, e o volume foi completado com DMSO.
4.4 PROCEDIMENTOS
4.4.1 Determinacdo da capacidade de geracéo de ozonio pelo aparelho

Para determinar a massa de o0z6nio que € gerada pelo aparelho, utilizou-se o
procedimento de titulacdo de iodeto de potassio com tiossulfato de s6dio®>°6. Reagiu-
se com oz6nio, 50 mL de KI, tamponado com 3,5 g de fosfato monossaodico e 7,3 g de
fosfato dissodico, pelos tempos: 30 segundos, 1 minuto e 2 minutos. Apds a reacao,
para a acidificacdo do meio reacional, foram adicionados 25 mL de &cido sulfurico
P.A., resultando em uma solucéo de cor avermelhada. Entdo, procedeu-se a titulacéo
com tiossulfato 0,01 mol Lt. Quando a solucdo apresentou uma coloracdo amarelo-
palha, adicionou-se 5 a 10 mL de uma solucdo de amido 1%, e a titulagdo procedeu-

se até a solucao se tornar transparente.

A titulacdo iodométrica parte do principio da oxidacao dos ions iodeto a tri-
iodeto pelo 0z6nio, quando este esta dissolvido em meio acido. Apos a acidificacdo, a
soluc&o contendo o tri-iodeto foi titulada com tiossulfato (S,02~) gerando o tetrationato

(5,0%7)%5%6, de acordo com a equacéo 7:

O3 +H,0+31" - I3 +0,+ 2HO™ Equacéo 6
I3 + 25,057 = S,05 + 31 Equacao 7

Somando-se as equacdes 5 e 6, temos:

03 + 25,05~ + H,0 - S,0;™ + 0, + 2HO™ Equacéo 8
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O numero de mols de tiossulfato foi determinado a partir do volume consumido

na titulacédo, de acordo com a equacéao 9:
n=MxV Equacdo 9

onde: n é o niumero de mols de tiossulfato, M é a molaridade da solucao de

tiossulfato, V é o volume consumido na titulagéo.

Apoés determinar-se o numero de mols de tiossulfato, utilizou-se a proporcéo de
1:2 mols de tiossulfato para cada mol de ozénio consumido na reacéo, de acordo com

a reacéo global 7.

ApoOs a determinacdo do numero de mols de ozénio, utilizou-se a equacao 10

para determinar a massa de ozonio gerado pelo aparelho.
m=nxMM Equacéo 10

onde: m é a massa de 0z6nio a ser calculada, n € o nimero de mols de ozbnio,

MM é a massa molar de ozobnio.
4.4.2 Ozonizacdo do Oleo

Para realizar a ozonizagao do 0leo, foi utilizado um gerador de 0z6nio comercial
OEM Modelo GL-3189A. O sistema pode ser verificado na Figura 4. Utilizou-se
oxigénio medicinal como fonte de oxigénio para geracao de ozoénio, com vazdo de 1 L
min-. Foi utilizado um frasco lavador para a passagem prévia do oxigénio, e o 6leo a
ser ozonizado foi colocado em um frasco, onde o 0zonio foi borbulhado diretamente
sobre o 6leo. Foram pesados, com precisao, cerca de 1 grama de 6leo, e estes foram

ozonizadas por tempos determinados e analisadas por quimiluminescéncia.
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Figura 4: Processo de ozondlise de 6leo. a) cilindro de oxigénio, b) valvula de agulha, c) gerador de o0zbnio,
d) frasco de ozondlise, e) frasco lavador de gases. Esquema adaptado de Passareti, 2011,

==
% il I
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4.4.3 Determinacgao dos Valores de Peroxido

Para avaliar os valores de peroxido dos Oleos apds ozondlise, foi utilizado o
meétodo de iodometria, que esta bem estabelecido na literatura, para tal foi utilizado o
método IFRA®°7°, Foram pesados 3 gramas de 6leo de gergelim, e este foi ozonizado
pelos tempos 10, 30, 60 e 120 minutos. ApGs a ozonizacao, foi pesado 1 grama do
0leo ozonizado, e a este foi adicionado 15 mL de uma mistura de acido acético glacial
e cloroférmio na proporcao de 3:2, e 0,3 mL de uma solucéo saturada de KI em um

Erlenmeyer de 25 mL. Essa solucéo foi deixada no escuro por um periodo de 1 hora.

ApOs o tempo de repouso, acrescentou-se 25 mL de agua deionizada e agitou-
se por pelo menos 1 minuto. Essa solucéo foi titulada com tiossulfato de sédio 0,10
mol L1, até que a cor acastanhada ficasse levemente amarelada. Quando este ponto
foi atingido, acrescentou-se 0,3 mL da solucao de amido 1%, e procedeu-se a titulacédo
até que a solucdao ficasse completamente transparente. Realizou-se uma medida sem
acrescentar o 6leo, que sera o parametro branco para a determinacdo do valor de

peréxido.

O volume consumido na titulagéo foi, entdo, anotado e utilizando a equacéao 11

pode-se determinar o valor de peroxido do 6leo ozonizado.
[S027]%1000%(V;—Vp)

PV mmot, = Equagéo 11

onde: [SO327] é a concentracdo molar da solucdo de tiossulfato utilizada na
titulac&o, V; € o volume consumido na titulagéo, V, é o volume da titulagdo do branco

e m é a massa em gramas do 6leo ozonizado.
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A determinacdo do indice de peréxido (IP) dos oOleos foi realizada por
iodometria. O método consiste em quantificar a concentracdo de peroxidos no oleo,
expressado em termos de equivaléncia a peréxido de hidrogénio por kg de éleo como
indicado nas equacodes 8 a 10.

H,0, + 2H* + 31~ > I3 + 2H,0 Equacéo 8

I3 + 25,05~ > 5,02 + 31 Equacéo 9
Somando as equacdes 8 e 9:

H,0, + 2H* + 25,05 - 2H,0 + S, 06~ Equacéo 10

Desta maneira, considerado que cada 0,50 mol de peréxido equivale a 1 mol

de tiossulfato. Considerando a equacdo n = C =V, temos que:

_ Csp0Vw

(”5205‘ = C,02- * V(L)) = (”Hzo2 = T) Equacéo 11

Quando considerada a massa do 6leo ozonizado:

Ce 2-*V(mr)*1000
S50
IPmmot = 2

kg

Equacéo 12

Z*mg

onde: ng,,2-€ 0 numero de mols de tiossulfato, Cs,52-€ a concentragdo de
tiossulfato utilizado na titulagéo, V€ o volume total da solugéo, ny,o,& 0 nimero de

mols de peréxido, IPmmo € 0 valor de perdxido expresso em milimols por quilograma
kg

de 6leo ozonizado, V(€ 0 volume gasto na titulagdo, 1000 € a conversao para 1000

g de 6leo, m,é a massa em gramas de 6leo ozonizado utilizado®°.
4.4.4 Andlises de Infravermelho (FTIR)

As amostras de Oleo ozonizado foram caracterizadas através de
espectroscopia nha regido do infravermelho, utilizando-se um espectrofotbmetro
baseado em transformada de Fourier (FTIR), (JASCO, Japan), utilizando um detector
deuterated triglycine sulfate (DLaTGS) e resolucédo de 2 cm™. Os espectros foram
obtidos na regido de 500 a 4000 cm™.
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As amostras de Oleo foram adicionadas entre duas janelas de brometo de
potassio e analisadas no modo de transmissdo. A limpeza das janelas foi realizada
com acetona e secagem com lenco de papel e jato de ar. O software utilizado foi o
SpectraManager, e o background foi realizado com a janela de KBr.

445 Estudos de Anélise Térmica

Os estudos de andlise térmica foram realizados em atmosfera inerte de N2. A
faixa de temperatura para a analise de TG/DTG, foi de 30 a 800°C, com razdo de
aquecimento de 10°C por minuto. Para a andlise de DSC, a faixa de temperatura foi

de 30 a 230°C, com razdo de aquecimento de 10°C por minuto.

Os resultados de TG/DTG foram analisados na faixa de 100 a 800°C, enquanto
os resultados de DSC foram analisados na faixa de 30 a 230°C.

4.4.6 Estudos de Quimiluminescéncia

Para os estudos de quimiluminescéncia foi utilizado um Luminémetro de placas
(Centro LB 960, Berthold Technologies, USA). Foram utilizadas placas pretas e
opacas de 96 pocos Nunc™ Denmark pretas.

4.4.6.1 Estudo dadependéncia do solvente

Para a realizacdo dos estudos da dependéncia do solvente, foi utilizada uma
concentracdo de oOleo de 0,1 g por mL de solvente. Os solventes utilizados foram
tetraidrofurano (THF), isopropanol e ciclo-hexano. Nenhum deles foi previamente
tratado, sendo utilizados em sua forma pura. O volume final da reagéo foi de 200 pL,
e as concentragées de 6leo (5,0 mg mL?t), HRP (12,50 nmol L), luminol (0,50 mmol
L-1) e tampdo (43,75 mmol L) foram mantidas fixas. As andalises foram realizadas em
triplicata. Os resultados foram expressos em valores de Unidade Relativa de Luz

(RLU) em funcéo da massa de 6leo dissolvido.
4.4.6.2 Estudo da dependéncia do pH do meio reacional

Para os estudos da dependéncia do pH do meio reacional, foram utilizados 175
uL das seguintes solucdes tampéo: fosfato de sédio 10,0 mmol L1, pH 7,0; Tris 50,0
mmol L, pH 8,0; Tris 50,0 mmol L%, pH 9,0; etanolamina 50,0 mmol L, pH 10,0 e
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etanolamina 50,0 mmol L, pH 11,0. O volume final da reacédo foi de 200 pL. As
concentragées de 6leo (5,0 mg mL1), luminol (0,5 mmol L), HRP (12,5 nmol L1), ou
Tau-NHCI (1,0 mmol L) foram mantidas fixas. As andlises foram realizadas em
triplicata. Os resultados foram expressos em valores de Unidade Relativa de Luz

(RLU) em funcéo da massa de 6leo dissolvido.
4.4.6.3 Estudo da dependéncia do luminol

Para os estudos da dependéncia do luminol, variou-se a concentracédo de
luminol (0,25 a 1,0 mmol L), em um volume final de 200 puL. As concentracées de
6leo (5,0 mg mL?), HRP (12,5 nmol L) e tampéo tris pH 9,0 (50,0 mmol L) foram
mantidas fixas. As andlises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram
expressos em valores de Unidade Relativa de Luz (RLU) em funcdo da massa de 6leo
dissolvido.

4.4.6.4 Estudo dadependéncia do HRP

Para os estudos da dependéncia do HRP, variou-se a concentragdo de HRP
(3,1 a 12,5 nmol L), em um volume final de 200 pL. As concentracdes de 6leo (5,0
mg mL1), luminol (0,5 mmol L) e tampao tris pH 9,0 (50,0 mmol L) foram mantidas
fixas. As analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos em

valores de Unidade Relativa de Luz (RLU) em funcédo da massa de 6leo dissolvido.
4.4.6.5 Estudo da utilizacao de sulfato ferroso

Para o estudo da utilizacdo do sulfato ferroso, utilizou-se uma solucdo de
sulfato 1,0 mmol L, em um volume final de 200 L. As concentracées de 6leo (5,0
mg mL"1), luminol (0,5 mmol L) e tampé&o tris (50,0 mmol L) foram mantidas fixas.
As analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos em valores

de Unidade Relativa de Luz (RLU) em funcdo da massa de 6leo dissolvido.
4.4.6.6 Estudo da utilizagdo do 2-metilindol

Para o estudo da utilizagéo do 2-metilindol, utilizou-se uma solugéo de 2-Ml 2,0
mmol L1, em um volume final de 200 pL. As concentracées de 6leo (5,0 mg mL™1),

HRP (0,5 pmol L) e tampéo tris pH 9,0 (50,0 mmol L) foram mantidas fixas. As
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analises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos em valores de

Unidade Relativa de Luz (RLU) em func&o da massa de 6leo dissolvido.
4.4.6.7 Estudo da utilizacdo da Tau-NHCI

Para o estudo da utilizacdo da Tau-NHCI, utilizou-se uma solucao de Tau-NHCI
6,0 mmol L, em um volume final de 200 pL. As concentracdes de 6leo (5,0 mg mL™1),
luminol (0,5 mmol L) e tampéo tris pH 9,0 (50,0 mmol L) foram mantidas fixas. As
andlises foram realizadas em triplicata. Os resultados expressos em valores de

Unidade Relativa de Luz (RLU) em funcdo da massa de 6leo dissolvido.
4.4.6.8 Estudo da utilizagdo da lucigenina

Para o estudo da utilizacdo da lucigenina, utilizou-se uma solucéo de lucigenina
0,5 mmol L1, em um volume final de 200 pL. As concentragdes de 6leo (5,0 mg mL1),
tampao tris pH 9,0 (50,0 mmol L) e HRP (12,5 nmol L) foram mantidas fixas. As
analises foram realizadas em triplicata. Os resultados expressos em valores de

Unidade Relativa de Luz (RLU) em funcéo da massa de 6leo dissolvido.
4.4.6.9 Estudo davariacdo da concentracédo de 6leo

Para o estudo da variacdo da concentracdo de 6leo, variou-se a concentragcao
de 6leo (0 a 16,81 mg mL"), em um volume final de 200 pL. As concentracées de
tampao tris pH 9,0 (50,0 mmol L'1), luminol (0,5 mmol L), HRP (12,5 nmol L) ou Tau-
NHCI (6,0 mmol L) foram mantidas fixas. As andlises foram realizadas em triplicata.

Os resultados expressos em valores de Unidade Relativa de Luz (RLU).
45 ANALISE ESTATISTICA

As analises estatisticas foram realizadas utilizando-se o0 software
GraphPadPrism. Foi aplicada a analises estatistica ANOVA, seguido de teste Tukey,

com valor de significancia P<0,05. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

51 QUANTIFICACAO DE 0ZONIO GERADO

Inicialmente foi necessario determinar a quantidade de ozénio que o aparelho
€ capaz de gerar por minuto e, dessa maneira, proceder a ozoniza¢ao dos 6leos com
uma massa conhecida de ozonio. Com base na estequiometria de 1 mol de oz6nio
para cada 2 mols de tiossulfato (Equacéo 7, sesséo 4.4.1), obteve-se a massa de

ozobnio/tempo para o ozonizador utilizado (Tabela 1).

Tabela 1: Massa de 0z6nio produzida por minuto

11,5+15 2,7%+0,3 55%0,7

23,9+0,5 57+0,1 57+0,1

46,5+0,1 11,2+0,1 56+0,1
5,6
0,5

O resultado foi de 5,6 £ 0,5 mg de 0z6nio produzido por minuto. Com estes
valores, pode-se estimar a quantidade de ozénio que foi injetada durante a ozonizacéo
do 6leo em estudo, e dessa maneira estimar 0 tempo necessario para saturacao das

duplas ligagbes do mesmo.
5.2 OZONIZACAO DO OLEO DE GERGELIM

Apbs a quantificacdo da massa de 0z6nio por tempo que o aparelho foi capaz
de produzir, iniciou-se a etapa de ozonizacdo dos Oleos. A figura 5 representa a
diminuicao de cor dos 6leos ozonizados em relacdo ao tempo de exposi¢ao ao ozoénio.
As amostras mais claras quando movimentadas exibiram resisténcia ao movimento,
indicando aumento da viscosidade. Esse aumento de viscosidade € bastante
consideravel para o 6leo ozonizado pelo nosso tempo maximo de 120 minutos, e foi o
fator determinante para que néo fosse realizada a ozondlise por tempos maiores, uma
vez que o 6leo se torna extremamente viscoso o0 que tornaria dificultada a reagdo com

0 0zOnio com eficiéncia.
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Figura 5: Comparacéo entre o 6leo ndo ozonizado e os dleos ozonizados por 10, 30, 60 e 120 minutos.

LT

As amostras de 6leo foram ozonizadas e os resultados foram comparados com o 6leo
nao ozonizado (tabela 2).

Tabela 2: Indice de perdxidos do 6leo de gergelim ozonizado
Tempo de ozondlise  O; injetado (mg) indice de Peréxido

(mmol Kg™1)
o

12 +2°

Os resultados representam média e desvio padréo de trés experimentos. Letras diferentes representam
médias dos grupos estatisticamente diferentes (P<0,05).

Como esperado, pdde-se observar um aumento consideravel no indice de
peréxido em funcdo do tempo de ozondlise. Considerando o indice aceitavel pela
Resolugéo RDC n° 270, de 22 de setembro de 2005, da Anvisa, o 6leo que foi utilizado
neste trabalho esta dentro do esperado para o indice de peroxidos, indicando que o
aumento foi resultante da ozondlise do 6leo.

Tendo como base a literatura recente sobre caracterizacdo de O6leos

ozonizados’**, comparou-se os resultados obtidos, e pode-se observar o mesmo
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comportamento do 6leo ozonizado, ou seja, um aumento do indice de peroxidos

conforme aumenta-se o tempo de ozonizacgao.

O peso molecular médio do 6leo de gergelim é 874 g mol* 45, Portanto, 3
gramas de 6leo utilizado correspondem a cerca de 3,4 mmol de 6leo. Considerando
gue cada mol de 6leo possui em média 3 ligacdes duplas, pode-se estimar cerca de
10,3 mmol em duplas liga¢cdes. Como o ozonizador utilizado produz 5,62 mg de 0z6nio
por minuto (Tabela 1), ou seja, 0,12 mmol de ozénio por minuto, teriamos em 120
minutos, 14,4 mmol de ozdnio. Portanto, o suficiente para reagir com 10,3 mmol de
duplas ligacbes presente na massa de 0leo utilizada, considerando que a eficiéncia

da reacédo seja de 100%.
5.3 ESTUDOS DE INFRAVERMELHO (FT-IR)

Os resultados obtidos mostram que a ozondlise do 6leo de gergelim foi eficiente
na producdo de perdxido organicos nas cadeias insaturadas do 6leo, como pdde ser
evidenciado pelo alto indice de peréxido encontrado. Assim, 0s proximos estudos
tiveram por objetivo caracterizar os 6leos ozonizados e tentar correlacionar as
alteracbes em suas estruturas moleculares com os niveis de peroxido. Inicialmente
estudou-se as alteracdes nos espectros de infravermelho dos éleos provocados pela
ozonizacdo. As mudancas observadas na intensidade das bandas utilizadas para
correlagdo com o grau de ozonizagdo foram aqueles relacionados as ligacées: C=C,
O-H, =C-H, C-0, e arazdo entre as areas destes picos. Estas bandas estdo indicadas
pelas setas na Figura 6. Pode-se observar mudancas em todos os picos apontados,

demonstrando as mudancas ocorridas no 6leo apds a ozonizacao.



Figura 6: Conjunto de espectros de infravermelho do 6leo ozonizado em comparagéo com o 0leo ndo
ozonizado. Oleo nao ozonizado (a), ozonolise de 10 minutos (b), ozonodlise de 30 minutos (c), ozondlise
de 60 minutos (d) e ozonolise de 120 minutos (e). Ligagbes: OH (1), =C-H (2), C=C (3), C-O (4)
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O objetivo da analise de FT-IR é investigar quais mudancas podem ser
observadas na estrutura do 6leo apés a ozondlise. De acordo com Soriano, et. al.”?,
as principais alteracdes esperadas na ozondlise de acidos graxos estéo relacionadas
com a reducao das ligacdes C=C e =C-H que devem ser saturadas pelo oz6nio, e 0
aumento das ligacbes C-O e O-H correspondentes a formacdo dos ozonideos e

demais compostos peroxidicos formados apoés a reacao.

De fato, a Figura 6 mostra reduces bem definidas nos estiramentos dos picos
em 3009 cm™ (2) e 1654 cm™ (3) que representam as ligacdes assimétricas =C-H e
C=C, respectivamente’, mostrando a saturacéo das duplas ligacdes presentes no
6leo, e 0 aumento do nimero de ligacdes C-O’, que pode ser identificada com o
aumento da intensidade das bandas correspondentes em 1105 cm? (4),
demonstrando que existe a formacéo de ligagdes carbono-oxigénio, evidenciando a

formacao de ozonideos (Figura 7).

Figura 7: Espectros de infravermelho do 6leo ndo ozonizado em comparacédo com o 6leo ozonizado por 60
minutos.
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No Oleo ozonizado por 120 minutos (Figura 6e), pode-se observar que ja
ocorreu a saturacao das duplas ligagdes, tendo reduzido significativamente os picos

relativos as duplas =C-H e C=C (2e, 3e).
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Pode-se observar, também, um aumento no estiramento em 3465 cm(1) que
indica a presenca de grupos hidroxila, possivelmente oriundo de peréxidos’?, que é

significativamente menor no 6leo puro (1a).

Para validar a significancia do aumento e reducdo dos picos apontados
anteriormente, foi calculado a area dos picos e a razao entre elas. Para isso, utilizou-
se ferramenta do proprio software do equipamento. Na Tabela 3 estdo apresentadas
as éareas integradas dos picos de absorbancia. Foram selecionados os pontos
proximos ao inicio e final de cada pico e fixados para cada um dos graficos. Verificou-
se a reducao das areas correspondentes as insaturacfes do 6leo, demonstrando que
conforme aumenta-se o tempo de ozondlise, ocorre a saturacéo das duplas ligacbes
pela reagdo com o ozdnio. O contrario também €& observado, ou seja, as areas
referentes as ligagbes do peréxido/ozonideo (C-O) e dos peroxidos (O-H) aumenta
conforme aumenta-se o tempo de ozonolise, o que esta em acordo com os resultados

obtidos na andlise do indice de perdxidos realizada anteriormente.

Tabela 3: Areas integradas das curvas dos estiramentos do espectro de
infravermelho de acordo com o tempo de ozondlise

32376,5 30300,2 30667,4 30761,3 31373,7
8469,8 8149,7 8360,0 8484,3 8621,1
2293,1 900,4 751,8 409,0 216,5

20787,5 20163,7 20353,0 21241,0 21776,0

Para avaliar quantitativamente o aumento e diminuicdo dos estiramentos, foi
feito o célculo da razdo entre as areas integradas dos picos de absorbancia
apresentadas na Tabela 3. Pode-se observar na Tabela 4 que houve aumento
significativo dos picos referentes as ligacdes O-H e C-O em relacdo as ligacdes =C-H
e C=C.

Tabela 4: Razdo entre as areas integradas

3,8 3,7 3,6 3,6 3,6
9,1 22,4 27,1 52,0 100,6
1,5 1,5 1,5 1,4 1,4

3,7 9,0 11,1 20,7 39,8
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A maior razdo observada foi para a formacgéo dos ozonideos, frente a redugéo
das duplas ligacbes C=C. Os resultados obtidos na espectroscopia estdo de acordo
com os dados consultados na literatura’ que demonstram um aumento significativo
dos estiramentos referentes a formacéo dos ozonideos enquanto as duplas ligacdes

sdo saturadas pela ozondlise.
5.4 ANALISE TERMICA

A analise térmica consiste em uma técnica analitica que auxilia na identificacao
de processos fisicos e quimicos que envolvem variacao de energia. As andlises de
DTG/TG e DSC foram realizadas para amostras do 6leo ozonizado por 10, 30, 60 e
120 minutos e comparadas com a analise realizada para o 6leo ndo ozonizado, que

sera o padréo de referéncia.

A curva de TG (Figura 8) para o Oleo ndo ozonizado indica que sua
decomposicdo ocorre em apenas uma etapa na faixa de temperatura de 288,3 a
480,7°C, reforcada pela curva de DTG (Figura 9), que apresenta um Unico vale em
temperatura de 415,1°C.

Ja4 as amostras do Oleo ozonizado apresentaram trés eventos térmicos
diferentes para a analise de TG, evidenciando a presenca de compostos ozonizados,
que sdo mais instaveis e se degradam em menores temperaturas, em 0posicdo a
cadeia do 6leo que ird se degradar em temperaturas maiores, conforme demonstrado
na andlise do 6leo puro. A curva de DTG confirma estes trés eventos, além de
apresentar um aumento do pico, que representa o aumento da perda de massa da
amostra, demonstrando que o aumento do tempo de ozondlise do 6leo, aumenta a

porcentagem de 6leo que reage com o 0z6nio, para produzir compostos peroxidicos.
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Figura 8: Curvas referentes as anéalises termogravimétricas do éleo ozonizado pelos tempos de 10, 30, 60 e
120 minutos, comparado com o 6leo ndo ozonizado.

} —Furo
I T 10 min
. \ - 20 min
80 Y B0 min
) '- 120 min

80 < |

MMassa (%)

40

W0 200 300 400 500 SO0 OO 800
Temperatura

A andlise de DTG demonstra que para o 6leo ozonizado existe mais de um
evento térmico, enquanto para o 6leo nao ozonizado pode-se observar apenas um
evento, de acordo com a Figura 9. E importante notar que os eventos relacionados a
decomposicdo dos produtos ozonizados aumentam proporcionalmente a diminui¢ao
dos eventos relacionados a decomposicéo da fase oleosa. O 6leo puro ndo apresenta
nenhum evento na temperatura referente aos compostos peroxidicos, entre 100 e
200°C, enquanto apresenta um evento de grande propor¢éo na temperatura de 400 a

500°C, demonstrando pouco o nenhum composto relacionado aos peroxidos.

O oposto ocorre quando se aumenta o tempo de ozondlise, onde o0 evento
relacionado nas temperaturas de 100 e 200°C aumenta, conforme se diminui o0 evento
nas temperaturas entre 400 e 500°C. Além disso, os eventos foram acompanhados
de perda de massa, que aumentaram de acordo com o tempo de ozondlise, de 3,98%

em 10 minutos de ozondlise até 32,02% aos 120 minutos de ozondlise.

De acordo com Cataldo??, os ozonideos formados apds a ozondlise do éleo séo
decompostos em torno de 155°C, gerando um pico, que aumenta gradativamente
conforme aumenta-se o tempo da ozondlise. Os picos exotérmicos na analise de DSC
séo atribuidos a degradacdo oxidativa dos ozonideos, possivelmente por conta da

liberacéo do oxigénio que ocorre quando os ozonideos sdo decompostos34,
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Figura 9: Curvas do DTG dos 6leos ozonizados por 10, 30, 60 e 120 minutos, comparados com o0 dleo nédo
ozonizado.

0.0 g ——e— —
Nt R\

/

Eé ‘ ! / ——Puro

o 0°1 ‘ ‘ 10 min
© Y

e 30 min
$ S\ 60 min
C Lol ) 120 min
g i A

£ ¥

= (!

a | ‘

154 II

]\
J

v

20 T T

L) T T
W00 200 300 400 500 600 OO 800
Temperatura (°C)

Na Tabela 5 estédo apresentados os resultados de decomposicao do 6leo, dos
compostos ozonizados, além da porcentagem de residuos restantes apos a andlise a
uma estimativa da amostra que passou por ozonizacdo. Essa estimativa esta

relacionada com a perda de massa de cada amostra apés as analises de DTG/TG.

Tabela 5: Comparativo das temperaturas de decomposi¢cdo da parte oleosa e dos compostos ozonizados,
porcentagem dos residuos encontrados apds a analise termogravimétrica, e a estimativa da amostra que passou por
0zonizagao.

0 288,3 n.a. 0,78 n.a.
10 281,8 122,9 0,69 3,98
30 275,7 122,5 0,61 11,27
60 275,8 110,3 0,18 20,27
120 264,0 110,3 0,00 32,02

As analises de DSC (Figura 10) confirmam que a 120°C ocorre a decomposi¢ao
dos compostos R-O-O, e reagdo exotérmica. Comportamento similar ndo foi

observado no 6leo puro.

Considerando a inexisténcia deste evento para o 6leo puro, possivelmente ele
esta relacionado a modificacéo estrutural da cadeia do 6leo causada pela reacdo de

ozondlise, como a presenca de ozonideos e compostos peroxidicos na cadeia do

acido graxo.

A partir destas curvas, foi possivel determinar a entalpia associada ao

processo, que aumenta de acordo com o aumento do tempo de ozondlise do 6éleo.
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Figura 10: Curvas de DSC dos 6leos ozonizados por 10, 30, 60 e 120 minutos comparados com o éleo ndo
ozonizado.
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Os resultados da entalpia de decomposicao do 6leo ozonizado estdo descritos
na Figura 11, e pode-se observar que a entalpia aumenta de forma linear conforme se

aumenta o tempo de ozondlise do dleo.

Figura 11: Entalpia de decomposigéo do 6leo ozonizado
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Estes resultados estdo de acordo com os resultados obtidos para a andlise de
indice de perdxidos, que esta descrita na sessao 5.2, onde se observa um aumento

significativo dos resultados, conforme o aumento do periodo de ozondlise do dleo.

As andlises térmicas foram utilizadas, neste trabalho, como uma demonstracao

qualitativa da geragéo de peréxidos e ozonideos apés a ozondlise do 6leo de gergelim,
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através da alteracdo de suas cadeias, que pode ser observada através do aumento
da entalpia de decomposicado da amostra conforme o0 aumento do tempo de ozondlise

do éleo.

5.5 DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA QUIMILUMINESCENTE
PARA ESTUDO DE OLEOS OZONIZADOS

O objetivo principal deste trabalho foi o desenvolvimento de metodologia
quimiluminescente para a identificagcdo/quantificacdo da capacidade oxidativa dos
0leos ozonizados. Partindo dos resultados anteriores, onde pode-se observar que a
ozonizacao do 6leo de gergelim resultou em peroxidos na cadeia do 6leo, deu-se inicio
ao desenvolvimento da tecnologia, utilizando como base o que ja existe na literatura

para sistemas oxidantes.

Inicialmente, foram selecionadas trés possiveis reacdes entre 0 6leo ozonizado
para gerar a emissdo de luz. O luminol, que € uma sonda ja bastante utilizada, e é
suscetivel a acdo de peréxidos em meio alcalino’®, de acordo com a reacdo
representada pela Figura 12. Além do luminol, outras duas sondas poderiam ser
promissoras para este sistema.

Figura 12: Reagdo proposta para acdo de peroxidos presentes no dleo sobre
o luminol
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Derivados indolicos também tem potencial para gerar luz quando séo oxidados.
O composto 2-metilindol tem demonstrado eficiéncia quimiluminescente quando
oxidado por oxidantes fracos!4. Sendo assim, este composto foi considerado como

uma alternativa ao luminol.

A lucigenina (nitrato bis-N-metil acridina) ja € conhecida na literatura como uma
alternativa para sistemas quimiluminescentes, tendo acdo similar ao luminol”, ela é
comumente utilizada em sistemas de detec¢do do radical &nion superoxido, e poderia

ser uma alternativa interessante para o luminol.
5.5.1 Estudo da dependéncia do solvente

Primeiramente, se viu a necessidade de diluicdo do 6leo, uma vez que se trata
de uma substéancia de viscosidade elevada, o que dificultaria medidas precisas de
pequenos volumes. O 6leo, entdo, foi diluido inicialmente no solvente THF para
garantir a precisdo do volume utilizado nas medi¢des. Utilizando a proporcao de 0,10
g de 6leo por mL de THF. A Figura 13 mostra o perfil cinético de emissao de luz da

reacdo dos 6leos em diferentes tempos de ozondlise, diluidos em THF.

Figura 13: Perfil cinético de emissdo de luz para o 6leo diluido em THF. Concentragdes finais:
[tampao tris]= 50,0 mmol L*, [luminol]= 0,5 mmol L, [HRP]= 12,5 nmol L%, [6leo ndo ozonizado]=
5,3 mg mL™, [6leo 3 minutos]= 5,7 mg mL, [6leo 6 minutos]= 5,7 mg mL™*
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Como mostrado na Figura 13, mesmo na auséncia de Oleo, observou-se
emissao de luz. Este efeito pode ser atribuido a peroxidos que séo provenientes do
proprio solvente. De fato, € comum a presenca de residuos de peréxidos em éteres’™.
Este resultado nos levou a busca por solventes mais adequados. Assim, O THF foi

substituido por isopropanol. No entanto, visualmente, pdde-se verificar que o
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isopropanol néo foi eficiente na diluicdo do 6leo e as amostras mostraram-se opacas,

0 que inviabilizou sua aplicacdo (resultado ndo mostrado).

Buscou-se, novamente, uma alternativa para o solvente, e se decidiu pela
utilizacdo do ciclo-hexano, que é um solvente apolar e ndo possui peréxidos.
Visualmente pbéde-se observar que o 6leo foi completamente diluido, e a solucéo
apresentou-se transparente, com uma Unica fase. Com a utilizacéo do ciclo-hexano a
interferéncia do solvente na emissdo de luz foi resolvida, garantindo que, o que é
verificado no gréfico da cinética de emissdo de luz seja apenas proveniente da

oxidacao do luminol pelo 6leo (Figura 14).

Figura 14: Perfil cinético de emissdo de luz para o 6leo diluido em ciclo-hexano. Concentracdes finais:
[tampd&o tris]= 50,0 mmol L, [luminol]= 0,5 mmol L?, [HRP]= 12,5 nmol L, [6leo n&o ozonizado]=
5,1 mg mL*, [6leo 3 minutos]= 6,4 mg mL?, [6leo 6 minutos] = 6,5 mg mL™, [6leo 9 minutos]= 5,3 mg
mL1, [6leo 12 minutos]= 6,0 mg mL™?, [6leo 15 minutos]= 6,3 mg mL?
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Porém, ainda se identificou um decréscimo de luminescéncia conforme
aumenta-se o tempo de ozondlise (Figura 15). Isto sera mais aprofundado nos
capitulos seguintes, onde serdo estudadas alternativas para o sistema luminol-HRP,

buscando alternativas para obtencéo de melhores resultados.
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Figura 15: Correlacao entre a emisséo de luz e o tempo de ozondlise para o 6leo diluido
em ciclo-hexano. Concentragdes finais: [tampé&o tris]= 50,0 mmol L , [luminol]= 0,5
mmol L%, [HRP]= 12,5 nmol L. Letras diferentes representam médias dos grupos
estatisticamente diferentes (P<0,05).
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Tabela 6: ANOVA, emisséo de luz para o 6leo diluido em ciclo-hexano

2,33e+024 5 4,67e+023 F (5,8)=208,6 P<0,0001
1,79e+022 8 2,24e+021
2,35e+024 13

5.5.2 Estudo da sonda quimiluminescente

Foram selecionadas inicialmente trés possiveis sondas quimiluminescentes
para o estudo: o luminol, o 2-MI e a lucigenina. Sendo o luminol a sonda mais basica
e ja bastante conhecida de literatura, o 2-MIl um derivado inddlico que pode ter
emissdo comparavel a do luminol em sistemas quimiluminescentes'#’6¢77 e a
lucigenina que é um agente organico também cléassico de literatura para sistemas

oxidantes#7478,
5.5.2.1 Estudo do 2-metilindol como sonda quimiluminescente

Derivados inddlicos tem potencial para gerar luz quando sdo oxidados. O
composto 2-metilindol tem demonstrado eficiéncia quimiluminescente quando oxidado
por oxidantes fracos!4. Sendo assim, foi utilizado este composto como uma possivel
alternativa ao luminol. A Figura 16 mostra o perfil cinético de quimiluminescéncia dos
0leos e demonstra que o 2-metilindol ndo se mostrou eficiente no estudo aqui

desenvolvido.
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Figura 16: Perfil cinético de emissdo de luz para o sistema 2-metilindol. Concentracdes finais:
[tampéo tris]= 50,0 mmol L, [HRP]= 12,5 nmol L7, [2-MI]= 2,0 mmol L7, [6leo 10 minutos]= 5,2
mg mL%, [6leo 30 minutos]= 5,9 mg mL, [6leo 60 minutos]= 5,1 mg mL™%, [6leo 120 minutos]= 5,6

mg mL™*
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Os resultados que podem ser observados na Figura 16 sdo decorrentes do
background do aparelho. Mesmo que ndo se coloqgue nenhuma amostra no leitor,
encontraremos resultados semelhantes a estes, o que indica que ndo ha emisséo de

luz satisfatéria para a oxidagédo do 2-metilindol pelo 6leo ozonizado.
5.5.2.2 Estudo da lucigenina como sonda quimiluminescente

A lucigenina (nitrato bis-N-metil acridina) ja € conhecida na literatura como uma
alternativa para sistemas quimiluminescentes, tendo acdo similar ao luminol”, ela é
comumente utilizada em sistemas de detecc¢éo do radical anion superéxido. Para esse

estudo, foi utilizado o 6leo ozonizado por 60 minutos.

Como a lucigenina independe de catalisador para que a reagao ocorra, foram
realizados ensaios com e sem a utilizacdo da HRP. Para confirmar que a acéo do
sistema n&o iria ser influenciado pela enzima, foi feito um teste somente com a reacao

desta e do 6leo ozonizado.

Na figura 17, esta apresentado o resultado da utilizag&do do sistema lucigenina.
Esta ndo demonstrou eficiéncia para utilizacéo para a determinacéo de peréxidos, nao
sendo evidenciada expressiva emissao de luz no sistema. Mesmo com a utilizagéo do
HRP, ndo foi observada quantidade suficiente de luz para que seja considerado um

sistema eficiente para utilizacdo neste trabalho.
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Figura 17: Perfil cinético de emissao de luz para a reagédo com a lucigenina, na presenca e na auséncia de
HRP. Concentragdes finais: [tamp&o tris]= 50,0 mmol L, [lucigenina]= 0,5 mmol L, [HRP]= 12,5 nmol
L?, [6leo]=5,8 mg mL™.
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5.5.2.3 Estudo do luminol como sonda quimiluminescente

Tendo como referéncia os resultados da lucigenina e do 2-MI apresentados

anteriormente, foi realizado o mesmo experimento com o luminol.

Pode-se verificar na Figura 18 um aumento bastante expressivo no resultado
de emisséo de luz pelo luminol quando comparado com as outras duas sondas. De
fato, o luminol é uma das sondas quimiluminescentes mais eficientes e ja bem definida
na literatura para um sistema oxidante baseado em peroéxidos.
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Figura 18: Perfil cinético comparativo entre as sondas luminol, lucigenina e 2-metilindol. Concentracdes
finais: [tamp&o tris]= 50,0 mmol L1, [HRP]= 12,5 nmol L, [2-MI]= 2,0 mmol L%, [luminol]= 0,5 mmol L7,
[lucigenina]= 0,5 mmol L™, [6leo ozonizado]= 5,1 mg mL™
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Considerando o sistema de peroxidos do 6leo ozonizado, ja se esperava que a
reacdo com o luminol seria mais favorecida, uma vez que a lucigenina é mais
comumente utilizada em sistemas de detec¢édo do anion superoxido e o 2-MI mesmo
tendo bons resultados em um sistema oxidante baseado em perdxidos, ndo apresenta

resultados tdo expressivos quanto o luminolt,
5.5.3 Estudo do catalisador da reacao

A HRP é uma enzima peroxidase que pode ser utilizada como catalisadora de
reacOes oxidativas!4. Como trata-se de uma enzima bastante utilizada para este tipo

de reacéo, foi a nossa escolha para o inicio dos estudos de catalisador.

Também existem relatos na literatura da utilizagdo do sulfato ferroso
juntamente com o luminol em andlises quimiluminescentes’. A inducdo da
quimiluminescéncia do luminol pelo sulfato ferroso esta ligada a reducéo de peroxido
de hidrogénio pelo Fe?* para a formacdo de um radical hidroxila, de acordo com a

reacdo’®:
Fe?* + H,0, - Fe3* + OH™ + - OH Equacdo 13

Sendo assim, o0s dois catalisadores foram comparados na reacgao

guimiluminescente do sistema do 6leo ozonizado.
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5.5.3.1 Estudo da utilizacéo de sulfato ferroso como catalisador da

reacao

Pode-se observar que existe emissao de luz no sistema luminol-sulfato ferroso
(Figura 19). Porém, a reagdo ocorre muito rapidamente, e logo se observa o
decaimento da emissao de luz. Também pode se observar a emissédo de luz pelo

solvente, o que sugere que este método nao é eficaz para o objetivo deste trabalho.

Figura 19: Perfil cinético de emissdo de luz para o sistema sulfato ferroso-luminol. Concentragdes
finais: [tampa&o tris]= 50,0 mmol L, [luminol]= 0,5 mmol L, [sulfato ferroso]= 1,0 mmol L%, [6leo
10 minutos]= 5,2 mg mL?, [6leo 30 minutos]= 5,9 mg mL™, [6leo 60 minutos]= 5,1 mg mL, [6leo
120 minutos]= 5,6 mg mL™!
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Considerando que o parametro analitico para determinar a concentragdo de
perdxidos no 6leo ozonizado é a area sob a curva da cinética de emissédo de luz, em
uma reacdo rapida como a que ocorreu com o Fe (Il), essa area fica muito pequena,

o que tornaria dificil demonstrar bons resultados.
5.5.3.2 Estudo da utilizacdo da HRP como catalisador da reacéo

Quando o resultado do sulfato ferroso é comparado com a HRP, pode se
observar um aumento consideravel da area sob a curva. A Figura 20 mostra que a
reacdo da HRP é bem mais lenta quando comparada com o sulfato, fornecendo uma
area suficiente para mostrar bons resultados. Dessa forma, a HRP se mostrou a

escolha mais adequada para o sistema quimiluminescente.
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Figura 20: Perfil cinético comparativo entre os catalisadores sulfato ferroso e HRP. Concentracdes finais:
[tampa&o tris]= 50,0 mmol L%, [luminol]= 0,5 mmol L7, [sulfato ferroso]= 1,0 mmol L, [HRP]= 12,5 nmol
L™, [6leo ozonizado]= 5,1 mg mL ™.
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5.5.4 Otimizacado do Sistema Quimiluminescente

Estes primeiros estudos nos deram 0s parametros iniciais para o
desenvolvimento do método quimiluminescente para a determinacdo do sistema
oxidante do O6leo ozonizado. Tendo entdo determinado o melhor solvente para
dissolver o 6leo, a melhor sonda quimiluminescente e o catalisador da reacao, foram

estudados os demais parametros visando a otimizacdo do método analitico.

Para isto, foram avaliados pH, concentracdo de luminol e HRP. Nos ensaios
iniciais, foi verificado que a reacéo era bastante rapida, pois o sinal de emissao de luz
ja seiniciava em valores altos, e havia posterior decaimento. Para minimizar as perdas
de luz entre o tempo de injecdo da enzima e a primeira leitura de emisséo, a mesma
foi adicionada diretamente no equipamento, utilizando uma de suas seringas de

injecao.
5.5.4.1 Estudo da dependéncia do pH do meio reacional

Sabe-se que a reacdo de peroxidos com o luminol é favorecida em meio

alcalino'*, Para identificar o melhor valor de pH para a reacédo com éleo ozonizado,



57

foram realizados ensaios variando o pH entre 7,0 e 11,0, mantendo-se constante as

concentracdes de luminol, HRP e o 6leo ozonizado por 60 minutos (Figura 21).

Figura 21: Correlacdo entre a emissdo de luz e o pH do tampéo para o sistema HRP-luminol.
Concentragdes finais: [luminol]= 0,5 mmol L, [HRP]= 12,5 nmol L%, [6leo]= 5,2 mg mL™. Os
tampdes utilizados foram: fosfato de sédio pH 7,0, Tris pH 8,0 e 9,0, etanolamina pH 10,0 e 11,0.
Letras diferentes representam médias dos grupos estatisticamente diferentes (P<0,05)
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Tabela 7: ANOVA, correlagédo entre emisséo de luz e o pH do tampéo para o sistema HRP-Luminol

1,27e+020 4 3,18e+019 F (4,8)=211,9 P<0,0001
1,2e+018 8 1,50e+017
1,28e+020 12

Em 2015, YANG et al.8* demonstraram que o pH do meio de reacdo tem
influéncia na emissédo de luz para o sistema luminol-HRP-H202. Segundo estes
autores, o0 sistema possui maior eficiéncia em pH 9,0-9,5. Aqui encontramos
resultados semelhantes, o que reforca a proposta de que os perdxidos organicos
presentes no Oleo possuem comportamento semelhante ao H202 na reacdo com
luminol. De fato, como mostrado na Figura 21, pode-se observar que a melhor
eficiéncia de emisséo de luz foi encontrada em pH 9-10. Demonstrando que existe

correlacdo entre o sistema oxidante luminol-H202 e luminol-6leo ozonizado.
5.5.4.2 Estudo da dependéncia do luminol

Uma vez determinado o melhor solvente, e o pH do meio reacional, prosseguiu-
se para o estudo da dependéncia do luminol nos valores de emisséo de luz. Utilizando
0 meio de reacao ja estabelecido com solugéo tampéao pH 9,0, 6leo ozonizado e HRP,
variou-se a concentracdo do luminol. Sendo o luminol o responsavel pela emisséo de
luz no sistema, quando em contato com agentes oxidantes, espera-se que ao

aumentar sua concentracao, os resultados da emissao de luz também aumentaréo.



58

No entanto, ndo foi isso que se verificou. De fato, estatisticamente ndo se verificou
diferencas entre o total de emissdo de luz e a concentracdo utilizada de luminol,
embora na menor concentracdo utilizada se observou o melhor resultado (Figura 22).
Isto provavelmente esta relacionado a menor velocidade da reacdo, o que acarretou
em uma menor perda de luz entre 0 momento de injecdo e primeira leitura no
equipamento. Portanto, seguiremos utilizando a concentragdo de 0,5 mmol L de

luminol.

Figura 22: Correlacdo entre a emissdo de luz e a concentracdo de luminol.
Concentragdes finais: [tamp&o tris]= 50,0 mmol L, [HRP]= 12,5 nmol L™, [6leo]=
6,4 mg mL™. Letras diferentes representam médias dos grupos estatisticamente
diferentes (P<0,05)
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Tabela 8: ANOVA, correlagéo entre a emissdo de luz e a concentragédo de Luminol

7,15e+010 3 2,38e+010 F(3,4)=4,441 P=0,0919
2,15e+010 4 5,36e+09
9,30e+010 7

5.5.4.3 Estudo da dependéncia do HRP

Utilizando o meio de reacao ja estabelecido com solucdo tampéao pH 9,0, 6leo
ozonizado e luminol, variou-se a concentracédo do HRP, e os resultados obtidos podem
ser observados na Figura 23. Com o aumento da concentracdo de HRP aumenta-se,
também, a quantidade de enzima disponivel para catalisar a reacao do peroxido com
o luminol, entdo pode-se observar um aumento significativo de emissao de luz. Sendo

assim, a concentracgéo utilizada para os demais ensaios foi a de 12,50 nmol L.
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Figura 23: Correlacdo entre a emissao de luz e a concentracdo de HRP. Concentracdes
finais: [tampé&o tris]= 50,0 mmol L, [luminol]= 0,5 mmol L, [6leo]= 5,2 mg mL™.
Letras diferentes representam médias dos grupos estatisticamente diferentes (P<0,05).
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Tabela 9: ANOVA, correlacio entre a emissdo de luz e a concentracéo de HRP

4,56e+018 2 2,28e+018  F (2, 6)=487,7 P<0,0001
2,80e+016 6 4,67e+015
4,58e+018 8

5.5.4.4 Estudo da correlacdo entre a concentracéo de 6leo ozonizado e

emissao de luz

Determinados os melhores parametros para 0 meio reacional, iniciou-se o
estudo da correlacdo da concentragcdo do 6leo com a emissdo de luz. O dleo
ozonizado por 60 minutos foi o escolhido para andlise, pois foi 0 que demonstrou

resultado mais satisfatorio nos ensaios anteriores.

Considerando a maior concentracdo de peréxidos em funcédo da concentracéo
de dleo utilizada, esperava-se um aumento da emissdo em funcéo da concentracao,
0 que de fato se verificou, como demonstrado na Figura 24. O mesmo resultado pode
ser observado analisando-se o perfil cinético da emissédo de luz (Figura 25). Para
concentracbes menores, a reacao inicia mais rapidamente, mas observa-se a
saturacdo em pouco tempo, atingindo o platé apos 10 minutos de reacdo. Para
concentracbes maiores, o0 platd pode ser observado apds 20 minutos de reacao,

indicando que existe mais peréxidos disponiveis para que se atinja a saturacao.
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Figura 24: Correlacdo entre a emissao de luz e a concentracgéo de 6leo ozonizado
para o sistema HRP-luminol. Concentragdes finais: [tamp&o tris]= 50,0 mmol L7,
[luminol]= 0,5 mmol L, [HRP]= 12,5 nmol L. Letras diferentes representam
médias dos grupos estatisticamente diferentes (P<0,05)

49810 "7
e
. T
« 3%10 7 d
s
C
= 2910 "1 —_
o b
= T
£ 1910 7
3 N
o 1%10°)
5910 ° a
0'—- T T T
N > © 2 o2
N a2 % NS K

Concentragcdo 6leo (mg mL'l)

Tabela 10: ANOVA, correlagéo entre a emissdo de luz e a concentracao de 6leo ozonizado para o sistema
HRP-Luminol

Fonte de Variacdo SS DF MS F (DFn, DFd P value
1,50e+015 4 3,76e+014 F(4,9)=197,4 P<0,0001

Dentro do Grupo 1,71e+013 9 1,90e+012
Ispes01s 13

Figura 25: Perfil cinético de emissdo de luz de acordo com a massa de 6leo ozonizado para o sistema
HRP-luminol. Concentragdes finais: [tamp&o tris]= 50,0 mmol L%, [luminol]= 0,5 mmol L, [HRP]=12,5
nmol L!

30000+
R e mm sem Oleo
— -* S
24 e .
= _.’ = -7 2,8 mg mL!
’

N 20000 - . -1
3 Lo “x,\.\ 5.6 mg mL

’7 - S,
o ;! AERNS . -1
- S, Sea 11,2 mg mL
o RN Treeel,
@ 10000 S, T -1
» AT - Tt 168 mgmlL
(%] £ ', -
= =" T Tse=all
£ g  TTTe==o
w -

w
0* T L 1 1
0 10 20 30 40

Tempo (min)



61

5.5.45 Dependéncia da emisséo de luz em relacéo ao tempo de

ozonolise.

Com o meio de reacao definido, procedeu-se a nova ozondlise dos 6leos para
determinacao do sistema quimiluminescente. Os 6leos foram ozonizados novamente,
por tempos determinados de 10, 30, 60 e 120 minutos e estes foram analisados, com
0 meio de reacdo ja padronizado, com solvente ciclo-hexano, tampéao tris pH 9,0,
luminol, HRP e o 6leo ozonizado. Tendo como base os resultados observados para o
indice de peréxidos para os 6leos ozonizados (Tabela 1, sec¢éo 5.1), que evidenciaram
um aumento de peroxidos conforme aumentou-se o tempo de ozondlise, espera-se

gue os resultados de emissao de luz acompanhem esta ldgica.

A Figura 26 mostra a cinética de emisséo de luz de acordo com o tempo de
ozondlise dos 6leos, e pode-se observar que o0s 6leos com menos tempo de ozondlise
(10 e 30 minutos) atingiram o pico de emisséo de luz mais rapidamente que os 6leos
com tempo maior de ozondlise. Pode-se observar um aumento significativo entre os
Oleos de 10, 30 e 60 minutos. Porém, para o 6leo de 120 minutos, ha um decaimento
da emisséao total de luz (Figura 27), o que nao condiz com o resultado obtido para o

indice de peroxidos.
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Figura 26: Perfil cinético de emissao de luz de acordo com o tempo de ozonolise para o sistema HRP-luminol.
Concentragdes finais: [tamp&o tris]= 50,0 mmol L%, [luminol]= 0,5 mmol L, [HRP]= 12,5 nmol L™, [6leo
ndo ozonizado]= 5,4 mg mL, [6leo 10 minutos]= 5,3 mg mL™, [6leo 30 minutos]= 5,1 mg mL™, [6leo 60
minutos]= 5,5 mg mL™, [6leo 120 minutos]= 5,1 mg mL™*
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Figura 27: Correlagéo entre a emissao de luz e o tempo de ozondlise para o sistema HRP-
luminol. Concentragdes finais: [tamp&o tris]= 50,0 mmol L, [luminol]= 0,5 mmol L%,
[HRP]= 12,5 nmol L7, [6leo ndo ozonizado]= 5,4 mg mL?, [6leo 10 minutos]=5,3 mg mL-
! [6leo 30 minutos]= 5,1 mg mL™, [6leo 60 minutos]= 5,5 mg mL™, [6leo 120 minutos]=
51 mg mL?. Letras diferentes representam médias dos grupos estatisticamente
diferentes (P<0,05)
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Tabela 11: ANOVA, correlagéo entre a emissdo de luz e o tempo de ozonélise para o sistema HRP-Luminol

1,48e+08 4 3,71e+07  F (4, 10) = 2,47e+03  P<0,0001
1,50e+05 10 1,50e+04
1,49e+08 14
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Possivelmente esse resultado seja decorrente das alteracfes na cadeia por
conta da acdo da ozondlise. Visualmente, o 6leo ozonizado por mais tempo (120
minutos) demonstrou aumento em sua viscosidade, o que pode dificultar o acesso do

HRP a cadeia do 6leo, resultando em uma diminui¢do da emisséo de luz.

Duas hipéteses poderiam explicar estes resultados: (i) o grupo heme do HRP é
0 centro catalitico da enzima, que deve ser oxidado pelo peréxido presente no 6leo'4.
Como o grupo heme esta localizado no interior da enzima (Figura 28), com o0 aumento
da viscosidade e o tamanho da cadeia do 6leo ficaria dificil 0 acesso a este local para
gue possa ocorrer este efeito catalitico. (ii) altas concentracfes de perdoxidos podem
inativar a HRP®, causando esse efeito de decaimento na emisséo de luz, uma vez
que nao terd HRP disponivel para que a reacao ocorra. Tendo em vista esse resultado,

foi necessério buscar alternativas para a HRP, e, possivelmente, para o luminol.

Figura 28: Estrutura da enzima
Horseradish Peroxidase (HRP)"

5.5.5 Estudo da utilizagcéo da Tau-NHCI

Buscando-se ainda o sistema quimiluminescente mais eficiente para estudos
dos oleos ozonizados, decidiu-se pela utilizacdo da Tau-NHCI juntamente com o
luminol. Esta bem estabelecido na literatura que a cloramina é um oxidante brando®,
e quando reage com peroxidos, pode gerar oxigénio singleto que, quando em contato

com o luminol emite luz.
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Figura 29: Reacéo global proposta da Tau-NHCI com o luminol. (a) Reac¢do da taurina com &cido
hipocloroso, formando a Tau-NHCI. (b) Reagéo proposta da Tau-NHCI com o dleo ozonizado, formando
oxigénio singleto. (c) Reacdo proposta do oxigénio singleto com o luminol, seguido de emisséo de luz.

Adaptado de Ximenes et. al. 202084,
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5.5.5.1
NHCI

Estudo da dependéncia do pH do meio de reacdo sobre a Tau-

Para verificar se os parametros de reacéo utilizados anteriormente também sao

validos para a Tau-NHCI, inicialmente foi realizado o estudo do pH do meio reacional.

Ja foi verificado anteriormente que o luminol tem maior eficiéncia em meio alcalino,

porém nao foi encontrado na literatura nenhuma relacao da eficiéncia da Tau-NHCI

com o pH do meio reacional. O resultado obtido para o ensaio com a variacdo do pH

do meio reacional (Figura 30) indicou, novamente, que a reacdo em pH 9,0 foi mais

satisfatéria, coincidindo com os resultados anteriores utilizando HRP juntamente com

0 luminol.

Reac¢bes da Tau-NHCI usualmente ocorrem em pH fisiolégico (7,0), uma vez

gue a taurina € um aminodacido que pode ser encontrado no organismo humano, e a

reacdo com o HCIO também pode ocorrer em meio intracelular®. Porém, para sua

utilizacdo como oxidante na reacdo quimiluminescente, o pH nao tem influéncia

significativa, tendo o luminol um papel mais importante na escolha do pH.
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Figura 30: Correlacdo entre a emissédo de luz e o pH do tampé&o utilizado na reagdo com
a Tau-NHCI. Concentragdes finais: [luminol]= 0,50 mmol L, [Tau-NHCI]= 6,0 mmol
L%, [6leo]= 5,1 mg mL1. Os tampdes utilizados foram: fosfato de sddio pH 7,0, tris pH
8,0 € 9,0, etanolamina pH 10,0 e 11,0. Letras diferentes representam médias dos grupos
estatisticamente diferentes (P<0,05).
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Tabela 12: ANOVA, correlacdo entre a emissdo de luz e o pH do tampé&o na reagdo com Tau-NHCI

5,65e+011 4 1,41e+011 F (4,5)=457,9 P<0,0001
1,54e+09 5 3,09e+08
5,67e+011 9

5.5.5.2 Estudo dainfluéncia da concentracdo da Tau-NHCI

A Tau-NHCI tem papel diferente do HRP na reagdo quimiluminescente,
enquanto o HRP catalisa a reacao ocorrida entre o luminol e o peroxido, a Tau-NHCI
reage diretamente com o peroxido do 6leo ozonizado, que por sua vez oxida o luminol
que ira emitir luz. Sendo a responsavel pela reacédo diretamente com o peroxido do
Oleo, acredita-se que o aumento de sua concentracdo sera diretamente proporcional
ao aumento de luz. Foi realizado, entdo, um ensaio mantendo o meio reacional padrao
com tampdo Tris, luminol e o 6leo ozonizado, e variou-se a concentracao da Tau-NHCI
(Figura 31). A Figura 32 mostra o perfil cinético conforme variou-se a concentracdo da
Tau-NHCI.

Pode-se observar que a resposta do sistema é muito baixa quando ndo ha Tau-
NHCI para que a reagao ocorra, e 0 aumento de luz € proporcional ao aumento da
concentracédo da Tau-NHCI. A reacao ocorreu de maneira mais lenta do que com a
utilizagdo do HRP, e o pico de luz foi obtido apds 20 minutos de reagdo. Os resultados

demonstraram que a concentragdo da Tau-NHCI tem influéncia no resultado da
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emissao de luz, e conforme aumenta-se sua concentracdo, aumenta-se também a
emissdo de luz pelo sistema. Este resultado demonstra que a Tau-NHCI| € um

reagente promissor para o estudo quimiluminescente do 6leo ozonizado.

Figura 31: Correlagdo entre a emissdo de luz e a concentracao de Tau-NHCI. Concentragdes finais:
[tampéo tris]= 50,0 mmol L-1, [luminol]= 0,5 mmol L-1, [6lec]= 5,5 mg mL-1. Letras diferentes
representam médias dos grupos estatisticamente diferentes (P<0,05)
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Tabela 13: ANOVA, correlacéo entre a emissdo de luz e a concentragdo de Tau-NHCI
Fonte de Variacdo SS DF MS F (DFn, DFd P value
5,65e+011 4 1,41e+011 F (4, 5) = 457,9 P<0,0001

Dentro do Grupo 1,54e+09 5 3,09e+08
se7e01l o
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Figura 32: Perfil cinético de emissdo de luz para a reacdo com a Tau-NHCI. Concentracdes finais: [tampéo

tris]= 50,0 mmol L, [luminol]= 0,5 mmol L, [6leo]= 5,5 mg mL™*
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5.5.5.3 Estudo sistema reacional Tau-NHCI-luminol-6leo

Foi realizada uma andlise controle para demonstrar a influéncia de cada

reagente na emissao de luz. Isto se faz necesséario, uma vez que tanto o Oleo

ozonizado como a Tau-NHCI sdo oxidantes e poderiam sozinhos serem responsaveis

pela emisséo de luz. Como pode ser observado na Figura 33, ainda que se observe

emissao de luz pelo sistema 6leo + luminol ou Tau-NHCI + luminol, houve um aumento

de 100 vezes para o sistema com todos 0s componentes presentes.
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Figura 33: Correlacdo entre a emissdo de luz e a presenca da Tau-NHCI e do 6leo ozonizado. A= luminol
0,5 mmol L e dleo ozonizado 5,7 mg mL™, B= Tau-NHCI 2,0 mmol L e luminol 0,5 mmol L, C= Tau-
NHCI 2,0 mmol L, luminol 0,50 mmol L* e 6leo ozonizado 5,7 mg mL™. Letras diferentes representam
médias dos grupos estatisticamente diferentes (P<0,05)
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Tabela 14: ANOVA, correlacdo entre a emisséo de luz e a presenca da Tau-NHCI e do 6leo ozonizado

2,55e+017 2 1,27e+017 F (2, 3) =1449 P<0,0001
2,64e+014 3 8,80e+013
2,55e+017 5

5.5.5.4 Estudo da Variacdo da Concentrac&o do Oleo

Tendo identificado os melhores parametros para a utilizacdo da Tau-NHCI
juntamente com o luminol, procedeu-se ao estudo do comportamento da emisséo de
luz de acordo com a concentracdo do 6leo. O 6leo escolhido para este estudo foi 0
6leo ozonizado por 60 minutos. Variou-se a concentracdo do 6Oleo, e foi realizado um
experimento sem Oleo para controle. A Figura 34 mostra a emisséo de luz de acordo
com a concentracdo do 6leo, e pode-se observar o aumento da emissao de luz. O que
demonstra gue em uma maior concentracao de Oleo existe mais peroxidos disponiveis
para que a reacao ocorra, aumentando a emissdo de luz. No perfil cinético da reacéo
(Figura 35) pode-se observar o pico da emisséo de luz ap6s 10 minutos de reacgéo, e

a saturacdo ocorre apos esse periodo.



69

Figura 34: Correlacéo entre a emissdo de luz e a concentracdo do 6leo ozonizado para a reagéo
com a Tau-NHCI. Concentragdes finais: [tampao tris]= 50,0 mmol L, [luminol]= 0,5 mmol L7,
[Tau-NHCI]= 1,8 mmol L. Letras diferentes representam médias dos grupos estatisticamente
diferentes (P<0,05)
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Tabela 15: ANOVA, correlacgéo entre a emissao de luz e a concentragdo do 6leo ozonizado para a reagéo
com a Tau-NHCI

2,83e+016 4 7,08e+015 F (4, 10) = 632,3 P<0,0001
1,12e+014 10 1,12e+013
2,84e+016 14

Figura 35: Perfil cinético de emissdo de luz de acordo com a concentragdo de 6leo ozonizado para a reacao
com a Tau-NHCI. Concentragdes finais: [tamp&o tris]= 50,0 mmol L, [luminol]= 0,5 mmol L*, [Tau-
NHCI]= 1,8 mmol L!
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5.55.,5 Estudo do sistema otimizado

Com o método otimizado, prosseguiu-se a uma nova ozonizac¢ao do 6leo pelos

tempos pré-determinados (10, 30, 60 e 120 minutos) e realizou-se nova andlise
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guimiluminescente, com os resultados normalizados (Figura 37). O perfil cinético de
luminescéncia do sistema pode ser verificado na Figura 36, e demonstra um pico de
emissao de luz apdés 10 minutos de reacdo, e posterior decaimento da luz, como

verificado nos sistemas anteriores.

Ainda que a utilizacdo da Tau-NHCI tenha demonstrado boa perspectiva como
sonda quimiluminescente, observa-se, novamente, um decréscimo no resultado para
0 6leo ozonizado por tempos maiores. E provavel que este resultado seja, também,

em decorréncia das alteracdes na cadeia do 6leo apds a ozondlise.

Figura 36: Perfil cinético de emissdo de luz de acordo com o tempo de ozondlise para a reagdo com a Tau-
NHCI. Concentragdes finais: [tampé&o ris]= 50,0 mmol L, [luminol]= 0,5 mmol L, [Tau-NHCI]= 1,8 mmol
L1, [6leo n&o ozonizado]= 5,4 mg ml, [6leo 10 minutos]= 5,9 mg ml?, [6leo 30 minutos]= 5,6 mg ml, [6leo
60 minutos]= 5,1 mg ml%, [6leo 120 minutos]= 5,7 mg mi*
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Figura 37: Correlacdo entre a emissdo de luz e o tempo de ozondlise para a reacdo com a Tau-NHCI.
Concentragdes finais: [tampdo tris]= 50,0 mmol L , [luminol]= 0,5 mmol L7, [Tau-NHCI]= 1,8
mmol L, [6leo ndo ozonizado]= 5,4 mg ml?, [6leo 10 minutos]= 5,9 mg ml2, [6leo 30 minutos]= 5,6
mg ml?, [6leo 60 minutos]= 5,1 mg ml?, [6leo 120 minutos]= 5,7 mg mll Letras diferentes
representam médias dos grupos estatisticamente diferentes (P<0,05)
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Tabela 16: ANOVA, correlacdo entre a emissédo de luz e o tempo de ozondlise para a reagdo com a Tau-
NHCI

1,31 4 0,33 F (4,9) = 119,2 P<0,0001
0,02 9 0,003
1,33 13

6 CONCLUSOES

A partir dos resultados ja obtidos na caracterizacéo dos 6leos, se pode concluir
que a ozonizacado do Oleo de gergelim alterou a estrutura da cadeia do 6leo, gerando
compostos peroxidicos e ozonideos como demonstrado pelas analises de indice de

Per6xidos, FT-IR e andlises térmicas.

Os resultados obtidos por quimiluminescéncia do Oleo ozonizado
demonstraram que existem compostos peroxidicos passiveis de oxidacdo pelo
luminol. A técnica apresentou potencial como método alternativo para a determinagao
do poder oxidante dos 6leos ozonizados, observado a partir da correlagdo encontrada

entre a emissdo de quimiluminescéncia e a concentragdo do 6leo ozonizado.

Entretanto, 0 aumento excessivo da ozondlise provocou uma diminuicdo da

emissdo de quimiluminescéncia, possivelmente relacionada com o aumento da
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viscosidade do 6leo, que dificulta a interacdo destes perdoxidos com 0s compostos
estudados (HRP e Tau-NHCI).
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