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RESUMO 
 

A ozonioterapia é um procedimento médico, veterinário e odontológico bem difundido. 
As técnicas utilizadas são diversas e incluem a administração direta e controlada do 
gás ozônio e a utilização de materiais/substâncias previamente ozonizadas, como é o 
caso dos óleos ozonizados. Diversos tipos de óleos podem ser ozonizados para 
aplicação tópica. A ozonização altera a estrutura dos ácidos graxos que compõem os 
óleos, gerando compostos oxidantes (como peróxidos e ozonídeos), que são os 
agentes no processo de cicatrização. Neste trabalho foi desenvolvido um método para 
caracterização da capacidade oxidante de óleos ozonizados utilizando-se de  
quimiluminescência. Para isso, óleo de gergelim foi submetido à ozonização em 
diferentes tempos e caracterizados pelos seus índices de peróxidos, alterações nos 
espectros de infravermelho e por seu comportamento térmico. Os índices de peróxido 
obtidos após ozonização foram (controle: 12 ± 2 mmol kg-1, 10 min: 177 ± 5 mmol kg-

1, 30 min: 301 ± 5 mmol kg-1, 60 min: 439 ± 11 mmol kg-1, 120 min: 628 ± 10 mmol kg-

1). As análises por infravermelho mostraram o desaparecimento progressivo da banda 
de estiramento C=C e aumento da banda de estiramento OH, consistente com o 
processo de ozonólise. Análises por DSC foram capazes de detectar a decomposição 
exotérmica exclusiva dos óleos ozonizados. Os métodos quimiluminescentes foram 
baseados na utilização de luminol como sonda e peroxidase de raiz forte (HRP) como 
catalisador. Em outra abordagem, a peroxidase foi substituída por taurina cloramina. 
Os métodos foram otimizados em relação aos solventes, tampões, pH, concentração 
de luminol, HRP e taurina cloramina. Foi observada uma correlação entre a emissão 
de quimiluminescência e a concentração dos óleos ozonizados. No entanto, o 
aumento excessivo do tempo de ozonólise provocou diminuição da emissão de 
quimiluminescência. Em conclusão, o método desenvolvido apresentou potencial 
como método alternativo para estudo do poder oxidante de óleos ozonizados. 

Palavras chave: ozonólise, óleo ozonizado, quimiluminescência. 

  



 
 

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-1, 10 min: 177 ± 5 mmol kg-1, 30 min: 301 ± 5 mmol kg-1, 60 min: 439 ± 11 mmol kg-

1, 120 min: 628 ± 10 mmol kg-1). 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. INTRODUÇÃO 

A ozonioterapia é um procedimento médico, veterinário e odontológico já bem 

estabelecido na literatura e bastante utilizado em países da Europa e América Latina1. 

No Brasil, faz parte de estudos experimentais e existem várias maneiras de aplicação 

do ozônio, sendo os mais comuns a insuflação de gás ozônio, água ozonizada e óleo 

ozonizado. 

O processo de ozonólise do óleo provoca uma alteração na cadeia carbônica 

dos ácidos graxos, gerando compostos peroxídicos, principalmente ozonídeos, 

hidroperóxidos e compostos carbonílicos. Esses peróxidos e ozonídeos são os 

responsáveis pelo stress oxidativo local na membrana plasmática de fungos e 

bactérias, causando o rompimento de sua parede celular, facilitando a permeabilidade 

destes compostos dentro da célula, onde irão ocorrer reações a nível molecular, 

podendo ser geradas espécies reativas de oxigênio (EROs), que são agentes naturais 

bastante efetivos em espécies resistentes aos tratamentos comuns2–4. 

Bactérias e fungos são comumente encontrados no ambiente bucal, e 

normalmente encontra-se dificuldade no tratamento, devido à sua resistência aos 

medicamentos comuns, além da possibilidade de reações alérgicas a seus 

componentes. Os óleos ozonizados podem ser importantes aliados na eliminação de 

bactérias resistentes, uma vez que sua ação ocorre na parede celular, provocando a 

precipitação de sua membrana citoplasmática2. Em 2019, Vadhana, et. al.5, realizou 

um estudo randomizado onde comparou um enxaguante bucal comercial com o óleo 

de gergelim ozonizado, para validar sua eficácia na eliminação da bactéria S. mutants, 

comum no biofilme oral e obteve resultados satisfatórios. 

Após a ozonólise, os óleos devem ser caracterizados para avaliar as alterações 

decorrentes em sua cadeia. Diversas técnicas já são amplamente utilizadas para sua 

caracterização, sendo a principal delas a de Índice de Peróxidos, uma vez que estes 

são os principais produtos da oxidação de ácidos graxos6. Além de análises físico-

químicas, análises espectroscópicas, como RMN e FT-IR7–12 são importantes pois 

geram informações sobre a natureza das espécies formadas13. 
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Uma outra maneira bastante eficiente de determinação de substâncias 

oxidativas é a Quimiluminescência. Esta técnica é baseada na oxidação de uma 

substância suscetível, gerando emissão de luz das moléculas em seu estado 

excitado14,15.  

Neste trabalho foi desenvolvido um método quimiluminescente para determinar 

a capacidade oxidante de óleos ozonizados. O método teve como base a utilização 

do catalisador peroxidase de raiz forte (HRP) e a sonda quimiluminescente luminol. 

Em outra abordagem, a HRP foi substituída por taurina cloramina (Tau-NHCl). Os 

métodos foram otimizados e mostraram ótima correlação entre a concentração de óleo 

e a intensidade de emissão de luz. Através desta técnica foi possível correlacionar o 

grau de ozonização do óleo de gergelim com a emissão de quimiluminescência. 
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2. REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

O ozônio é um gás, variedade alotrópica do oxigênio, de leve cor azulada. 

Possui estrutura angular, com ângulos de 116,8° e o comprimento de suas ligações é 

de 127,8 pm. Sua estrutura de ressonância pode ser verificada na Figura 116. Na 

atmosfera é formado naturalmente, e sua maior concentração está na estratosfera, 

onde é responsável por limitar a quantidade de radiação ultravioleta na superfície 

terrestre17,18. 

Figura 1: Hibrido de ressonância do ozônio. Adaptado de Motta, 201119.  

 

 

Mesmo sendo formado naturalmente na estratosfera, altas concentrações de 

ozônio na troposfera, a parte mais inferior da atmosfera, podem causar danos ao meio 

ambiente e à saúde dos organismos vivos18. Sendo uma substância altamente 

oxidante, o ozônio é capaz de reagir com substâncias orgânicas, atuando como um 

poluente secundário. O órgão que regulamenta e monitora a qualidade do ar no 

Estado de São Paulo é a CETESB, e determina que a concentração máxima permitida 

de ozônio é de 160 µg m-3 em um limite de uma hora, enquanto a Organização Mundial 

de Saúde (OMS) determina um limite máximo de 100 µg m-3 por um período de 8 

horas19, para o Instituto Nacional de Segurança e Saúde Ocupacional (NIOSH) o limite 

é de 200 µg m-3 20.  

O ozônio também pode ser formado quando oxigênio medicinal é submetido à 

um campo elétrico. Descoberta realizada pelo químico Werner von Siemens, inventor 

do tubo de super-indução, ou tubo de Siemens, baseado no método corona, que 

consiste de duas placas de eletrodo superpostas que na presença de alta tensão gera 

ozônio21,22. Esse campo leva à dissociação da molécula de oxigênio, que são muito 

instáveis, e acabam ligando-se uns aos outros por conta do excesso de átomos de 

oxigênio, formando o ozônio17,23.  

Quando é gerado para fins medicinais, alguns cuidados devem ser tomados, 

para que subprodutos não sejam gerados. O gás a ser utilizado deve ser 

preferencialmente o oxigênio puro, pois o ar atmosférico possui moléculas de 

nitrogênio, que pode gerar compostos nitrogenados. A reação de formação do ozônio 
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libera -68,4 cal e é reversível, o que indica que o ozônio se decompõe 

espontaneamente, dificultando sua armazenagem. 

O processo de formação do ozônio pelo método corona pode ser verificado nas 

equações 1 e 2, e sua decomposição nas equações 3 e 422. A equação 5 propõe a 

reação geral para formação do ozônio. 

𝜀 + 𝑂2 → 2𝑂 + 𝜀                                                                                    Equação 1 

𝑂• + 𝑂2 → 𝑂3                                                                                         Equação 2 

𝑂• + 𝑂3 → 2𝑂2                                                                                       Equação 3 

𝜀 + 𝑂3 → 𝑂2 + 𝑂 + 𝜀                                                                              Equação 4 

3𝑂2  → 2𝑂3                                                                                                     Equação 5 

Como os pulmões não possuem um sistema antioxidante capaz de resistir à 

oxidação do ozônio, este não deve ser inalado, pois pode gerar efeitos tóxicos na 

traqueia e nos brônquios. A aplicação intravenosa de ozônio também não é mais uma 

técnica aprovada pela Sociedade Europeia de Ozonioterapia, desde 1983, pois foi 

verificada ocorrência de embolia pulmonar17,23.  

Em contato com os componentes sanguíneos, o ozônio tem capacidade de 

ativar algumas propriedades biológicas, como a geração imediata de EROs que são 

inativadas pelo sistema antioxidante do organismo, gerando subprodutos como 

peróxido de hidrogênio, aldeídos e produtos de oxidação lipídica (LOPs). Esta cadeia 

de reações gera uma resposta antioxidante de todo o organismo, nas células e nos 

órgãos, não sendo mais uma ação de reparação direta do ozônio17,24. 

A reação de ozonólise é uma das principais reações do ozônio com substâncias 

orgânicas insaturadas, e é caracterizada pela clivagem das duplas ligações, formando 

outros compostos como aldeídos, cetonas e compostos carbonílicos.  

2.1 OZONIOTERAPIA 

O ozônio é um agente altamente oxidante, ficando atrás apenas de duas 

substâncias: o flúor e o persulfato25. Por conta deste efeito oxidante, ele é um 
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poderoso agente bactericida, antiviral e antifúngico, e é seguro na utilização para 

diversas finalidades, incluindo tratamento de água, esterilização de instrumentos de 

uso médico e higienização de alimentos17. Após alguns experimentos com 

higienização de legumes, foi comprovada a ação bactericida do ozônio na água sem 

perda de suas propriedades organolépticas, e esta técnica vem sendo utilizada para 

o tratamento de água potável, principalmente em áreas da Europa25.  

A ozonioterapia foi muito difundida no início 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 doenças desde o início de sua 

utilização26. Porém, após diversos acidentes envolvendo esse tipo de terapia, em 

decorrência de má utilização ou da falta de experiência e conhecimentos sobre o 

assunto, ela ficou esquecida pela comunidade médica; retornando após melhores 

estudos envolvendo o ozônio25. Por conta de sua toxicidade, quando mal utilizado, o 

ozônio divide opiniões na comunidade médica.  

O ozônio foi descoberto pelo alemão Christian Frederick Schonbein, em 184027, 

quando este estava fazendo experimentos com uma pilha voltaica na presença de 

oxigênio, quando percebeu a emissão de um gás com odor elétrico e pungente21,25. 

Por conta da percepção de sua alta reatividade, Schonbein acreditou que o ozônio 

poderia ser utilizado como desinfetante. Porém, não teve eficácia quando o utilizou 

para tratamento de uma infecção por Bacillus anthracis enquanto trabalhava em um 

experimento para novos conservadores de carnes21.  

Alguns pesquisadores da ozonioterapia creditam ao Major George Stoker o 

pioneirismo da investigação e utilização médica do ozônio. Enquanto participava da 

Guerra Britânica-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 os 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 oxigênio com ar puro, fundando então a “Casa do 

Oxigênio”, que consistia em expor os pacientes à esta mistura, por via inalatória ou 

apenas o membro ferido, que ficaram conhecidas como câmaras hiperbáricas. Após 

o sucesso da utilização do oxigênio, ele iniciou tratamentos utilizando misturas de 
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oxigênio com ozônio, e teve diversos estudos publicados na revista Lancet no início 

dos anos 190028. 

O ozônio era utilizado inicialmente para tratamento de ferimentos e infecções 

onde não havia a possibilidade de utilização de antibióticos comuns. Porém, conforme 

os estudos avançaram, percebeu-se que o O3 não só possui efeito bactericida, como 

também possui propriedades hemodinâmicas e anti-inflamatórias, além de permitir 

que aconteça nos tecidos uma ferida fisiológica, o que reduz o aparecimento de 

quelóides29, o ozônio possui capacidade de estimular angiogênese, que é a 

capacidade do corpo de criar novos vasos sanguíneos; e efeito desbridante30. A ação 

do ozônio na inativação de bactérias se dá pelo rompimento da barreira celular através 

da oxidação de fosfolipídios e lipoproteínas; no combate aos vírus, o ozônio danifica 

a camada externa de proteínas que envolvem o ácido nucleico e altera o ciclo 

reprodutivo do vírus através da supressão do contato deste com a célula humana por 

peroxidação26. 

Em meados dos anos 1980, cientistas alemães iniciaram estudos para 

utilização da auto-hemoterapia no tratamento de pacientes com HIV. As principais vias 

de administração do ozônio são: aplicação tópica com óleos ou água ozonizada; 

método infiltrativo; aplicações de ozônio via intra-arterial; e o método sistêmico, 

denominado auto-hemoterapia, que consiste em ozonizar o sangue do próprio 

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 eficácia da 

auto-hemoterapia, como método alternativo. Os testes in vitro mostraram-se bem 

sucedidos na desinfecção de sangue contaminado por HIV, porém os testes in vivo 

não demonstraram o mesmo resultado26. 

A utilização do ozônio para tratamento de doenças é um assunto bastante 

controverso na área médica. O Conselho Federal de Medicina brasileiro (CFM) define 

a ozonioterapia como um procedimento que pode ser realizado apenas em caráter 

experimental, com concordância por parte do paciente de acordo com as condições 

em que a pesquisa será realizada, e cuja aplicação clínica das técnicas mais 

agressivas, não está liberada, de acordo com a Resolução CFM nº 2.181/201831. Isto 

se deve à falta de estudos clínicos randomizados, além da falta de consenso entre os 
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estudos quanto à dose segura de administração do ozônio e os riscos decorrentes de 

sua má utilização, como sequelas e até mesmo morte do paciente por embolia gasosa. 

2.2 ÓLEOS OZONIZADOS 

Devido ao seu alto efeito oxidante, que é maior que o do oxigênio puro, o ozônio 

é considerado um poderoso agente bactericida, antiviral e antifúngico27,29. Em seu 

estado gasoso, é muito reativo, e muitas vezes não está apto para utilização tópica29.  

Como mencionado anteriormente, o ozônio é capaz de reagir com substâncias 

orgânicas insaturadas. A ozonólise é uma reação já bem estabelecida na literatura e 

promove a clivagem de duplas ligações carbono-carbono32, e tem como intermediário 

molozonídeos, que se rearranjam formando ozonídeos. Estes, por sua vez, levam a 

formação de hidroperóxidos e compostos carbonílicos33. Nos óleos, a reação com o 

ozônio ocorre principalmente nas duplas ligações dos ácidos graxos insaturados, 

como é o caso dos ácidos oleico e linoleico. Esta, por sua vez, leva à formação de 

compostos oxigenados, como ozonídeos, peróxidos poliméricos e outros peróxidos 

orgânicos34.  

É interessante notar que óleos puros podem sofrer oxidação natural, levando à 

existência de peróxidos formados a partir de sua exposição ao ar. Não sendo algo 

desejável para utilização alimentar, existem resoluções para estabelecer valores 

aceitáveis de peróxidos. De acordo com a Resolução RDC nº 270, de 22 de setembro 

de 2005, da Anvisa, a quantidade máxima de peróxidos permitida para óleos e 

gorduras refinados, como é o caso do óleo de gergelim, deve estar abaixo de 10 meq 

kg-1 35. 

As reações químicas que ocorrem no óleo quando ozônio é borbulhado, são 

bem complexas, e possui diversos mecanismos de reação, conforme foi descrito por 

Criegee. Os produtos são variados, e incluem peróxidos orgânicos, hidroperóxidos e 

peróxidos poliméricos7,11, que estão ligados à ação oxidante dos óleos ozonizados. 

Estas são moléculas altamente instáveis e oxidantes, que são geradas quando as 

moléculas de ozônio quebram as duplas ligações carbonílicas que estão presentes no 

óleo. Essa reação pode produzir também compostos mais estáveis, como cetonas e 

aldeídos30. 
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Diversos tipos de óleos podem ser ozonizados para utilização tópica5,30,34,36–43. 

E a estrutura de sua cadeia, ou seja, a quantidade de duplas ligações na cadeia pode 

influenciar no resultado da ozonólise. A utilização de óleos essenciais in natura e 

ozonizados para o tratamento de infecções pelo fungo T. mentagrophytes foi o objetivo 

de estudo de Kume, et. al.43, em 2021. Neste estudo, óleos de canela, cravo-da-índia, 

citronela, eucalipto e menta foram ozonizados e comparados com suas versões não 

ozonizadas na determinação das concentrações inibitórias e fungicida em culturas do 

fungo de estudo. De acordo com os resultados obtidos, os óleos de citronela, canela 

e cravo-da-índia demonstraram melhores resultados em comparação ao seu óleo in 

natura, apresentando melhor atividade antifúngica em menores tempos de exposição. 

Os óleos de eucalipto e menta também obtiveram bons resultados, mas precisaram 

de maiores tempos de exposição ao fungo para garantir redução na carga fúngica. 

O óleo de gergelim vem sendo utilizado em diversas áreas, como indústria de 

alimentos, cosméticos, como fixador de perfumes, e na indústria farmacêutica como 

carreador de substâncias lipossolúveis44. A composição majoritária do óleo de 

gergelim são os ácidos oleico e linoleico (Figura 2)45, que são triglicerídeos 

insaturados. Este óleo tem uma estabilidade oxidativa superior quando comparado 

com óleos de outras origens por conta da existência de antioxidantes naturais7,46. A 

atividade antioxidante do óleo de gergelim tem papel fundamental na redução de 

Espécies Reativas de Oxigênio (EROs) tóxicas, melhorando a cicatrização de 

feridas38,47. Além disso, o óleo de gergelim ozonizado induz o crescimento de 

fibroblastos e colágeno, o que indica um bom processo de cicatrização47. 

 

Figura 2: Estruturas moleculares dos ácidos oleico (A) e linoleico (B) (Fonte: autor) 
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Vários estudos in vitro foram realizados para verificar a eficácia de óleos 

ozonizados frente a culturas de bactérias, identificando seu poder bactericida para 

posterior utilização in vivo. Rensi, et al.48, utilizou óleos ozonizados em uma cultura de 

bactérias do tipo Propionibacterium acnes para verificar sua eficácia na utilização de 

óleos ozonizados no tratamento de acne. Seu estudo foi realizado com base na 

necessidade de desenvolvimento de tratamentos alternativos aos antibióticos 

quimioterápicos, que estão sendo utilizados em larga escala e se tornaram uma 

questão de saúde pública, devido ao desenvolvimento de bactérias que se tornam 

resistentes aos antibióticos comuns. Foram utilizados óleos de girassol e coco 

ozonizados neste estudo, e a identificação de atividade bactericida foi realizada de 

forma qualitativa, utilizando-se de corante Cloreto de 2,3,5-Trifeniltetrazólio. Nos dois 

óleos foi identificado efeito bactericida nas colônias de bactérias, tornando-os, assim, 

aliados no tratamento de acne inflamatória. 

A utilização de ozonioterapia, com a aplicação de óleos ozonizados, é muito 

difundida na área veterinária e odontológica. Existem diversos estudos utilizando 

técnicas com óleos ozonizados que obtiveram bons resultados, eliminando a utilização 

de antibióticos e anti-inflamatórios, principalmente em casos onde essas medicações 

não puderam ser utilizadas37,49–51. 

Um estudo realizado por Sanches, em 200825, relata a utilização de óleo 

ozonizado para cicatrização e retração tecidual de uma lesão no torso de um 

porquinho da índia. A administração do óleo foi realizada topicamente sobre a lesão, 

e após 8 dias de tratamento foi verificada a cicatrização completa da pele, sem a 

necessidade de utilização de outras interações medicamentosas durante o 

tratamento. Demonstrando, assim, sucesso da utilização deste método em Cavia 

porcellus, sem efeitos colaterais observados. 

Um estudo de caso foi reportado por Spadea, et al.29 em 2018, onde um gato 

deu entrada no hospital veterinário apresentando uma conjuntivite crônica desde seu 

nascimento, causada pela bactéria Enterococcus spp. Uma vez que o animal não 

respondia aos tratamentos convencionais com a utilização de anti-inflamatórios e 

antibióticos, foi utilizada a ozonioterapia, com um colírio ozonizado especialmente 

desenvolvido para utilização oftálmica (Figura 3). Este colírio consiste em um óleo 

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

detectados no animal. 

Figura 3: Utilização de colírio de óleo ozonizado para o tratamento de conjuntivite crônica de um gato29. 

Reproduzido com autorização do autor29 

 
 

Na odontologia, a utilização de óleos ozonizados associados a curativos de 

demora está sendo amplamente estudado como substituinte de antibióticos. A 

utilização de hidróxido de cálcio como curativo de demora já é bem definida, por conta 

de sua alta eficácia contra algumas bactérias, porém é de ciência que não é um 

poderoso agente bactericida, por isso os especialistas fazem uso deste produto 

associado a outras substâncias que possuam estas propriedades1. 

Em 2006, Diaz, et al.52, realizou um estudo in vitro para avaliar a capacidade 

bactericida de dois tipos de óleos vegetais ozonizados. Os óleos escolhidos foram o 

óleo de oliva e o óleo de semente de girassol. Foram misturados, separadamente, 80 

mL de cada óleo com 8 mL de água, e estas misturas foram inseridas no ozonizador. 

O processo de ozonização foi realizado em banho a temperatura ambiente (25˚C), e 

foram obtidas 2 amostras de óleo ozonizado para cada mistura, variando-se o tempo 

de ozonização no reator. Os óleos ozonizados foram caracterizados e avaliados 

quanto às quantidades de peróxidos, acidez, e índice de iodo.  Após a caracterização, 

os óleos foram avaliados quanto à capacidade bactericida frente às bactérias S. 

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

Um estudo realizado por Cruz27 em 2006, demonstrou a avaliação in vitro de 

óleos ozonizados como agente bactericida em curativos de demora na odontologia. 

Sua proposta foi avaliar a associação de óleos ozonizados à curativos de demora já 

utilizados e aceitos pela comunidade odontológica: “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 período de até 180 dias após a 
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ozonização para verificar a eficácia durante longo período. Os resultados 

demonstraram que os óleos associados à utilização de curativos de demora possuem 

boa atividade bactericida e são seguros para utilização na odontologia. 

Algumas espécies de fungos podem causar lesões 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 utilização de óleos 

essenciais ozonizados é promissora para o tratamento de infecções fúngicas36,43. 

Um dos principais problemas enfrentados atualmente no tratamento de 

infecções bacterianas diz respeito ao aumento de bactérias resistentes aos 

antibióticos comuns. Isso se deve, principalmente, ao uso exacerbado de antibióticos 

e ao surgimento de superbactérias40,53. A principal vantagem da utilização de óleos 

ozonizados para tratamento de infecções, é a não seleção de bactérias resistentes, 

uma vez que o sistema oxidante do óleo ozonizado atua diretamente na parede celular 

das bactérias, causando sua morte. Em 2020, Monteiro, et. al.53, demonstraram a 

utilização de óleos ozonizados para o tratamento de bactérias E. faecalis resistentes 

aos antibióticos comuns, isoladas de uma infecção endodôntica. O estudo, realizado 

in vitro, utilizou óleo de girassol ozonizado e gás ozônio aplicados diretamente nas 

culturas da bactéria, comparados com culturas sem tratamento e tratadas com óleo 

de girassol puro. Seus resultados demonstraram efetiva redução microbiana nas 

culturas tratadas com o óleo ozonizado e gás ozônio.  

Estes resultados confirmam a ação oxidante do óleo ozonizado para o efetivo 

tratamento de infecções bacterianas e fúngicas. Isto se deve ao fato de a ozonólise 

alterar a estrutura do óleo, gerando compostos passíveis de stress oxidativo, como as 

espécies químicas oxigenadas reativas. 

2.3 MÉTODOS PARA A CARACTERIZAÇÃO DOS ÓLEOS 

OZONIZADOS 

São diversos os métodos para a determinação de peróxidos em sistemas 

oxidantes54. Sendo o principal agente oxidante nos óleos ozonizados, a determinação 

da quantidade de peróxidos gerada na ozonização de óleos é crucial para quantificar 

seu poder bactericida. 
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O principal método é o índice de peróxidos, que identifica todas as espécies 

capazes de oxidar o iodeto de potássio a iodo55,56. É uma técnica já bem estabelecida 

na literatura, e seu procedimento pode ser encontrado facilmente nas farmacopeias57. 

Além da determinação de peróxidos, as técnicas espectroscópicas são 

importantes aliadas na determinação das alterações na cadeia do óleo decorrente de 

sua ozonólise. Técnicas como o Infravermelho por Transformada de Fourier (FTIR), 

Ressonância Magnética Nuclear de Hidrogênio e de carbono (RMN 1H e 13C), além 

de técnicas cromatográficas, já foram utilizadas por diversos autores para a 

caracterização de ácidos graxos ozonizados.6,11,58 

As técnicas termoanalíticas são bastante utilizadas para demonstrar diversos 

eventos térmicos, como transições entálpicas e determinar reações endo ou 

exotérmicas de acordo com as variações de temperatura na amostra. O calor retirado 

ou fornecido na amostra é capaz de provocar diversas modificações físicas ou 

químicas em sua estrutura, que pode trazer informações sobre as energias de suas 

ligações. Para os óleos ozonizados, os estudos térmicos são muito importantes para 

a determinação do grau de ozonólise do óleo, além de possibilitar o entendimento dos 

produtos da reação do óleo com o ozônio12,59. 

2.4 QUIMILUMINESCÊNCIA 

Quimiluminescência pode ser descrita como uma reação onde é formada uma 

espécie que está em um estado eletronicamente excitado14. Nesta reação, a espécie 

formada tem dois caminhos: emitir radiação e retornar ao estado inicial, ou transferir 

sua energia para uma molécula capaz de emitir luminescência60. A maior parte das 

reações quimiluminescentes são provenientes da oxidação do oxigênio e de seus 

derivados, como o peróxido de hidrogênio, o ânion superóxido e o radical hidroxila14. 

Para ser caracterizada como quimiluminescente, a reação precisa satisfazer alguns 

requisitos: ela deve gerar energia suficiente que precisa ser canalizada para que 

sejam produzidas espécies no estado eletronicamente excitado; a reação deve ser 

favorável energeticamente, ou seja, ser exotérmica; e o rendimento da reação deve 

ser alto, para que seja garantida a desativação radiativa da espécie no estado 

excitado14,60. 
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O rendimento quântico da reação pode ser obtido integrando-se a área sob a 

curva analítica da intensidade de emissão versus o tempo da reação, em um intervalo 

determinado, e sua intensidade máxima é proporcional à concentração do analito60.  

Diversos sistemas quimiluminescentes são utilizados para fins analíticos. Os 

mais comuns envolvem a utilização de sondas como luminol, lucigenina, compostos 

de Ferro e alguns derivados indólicos. E, muitas vezes, são necessários 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 íon Fe3+ 61. Esta enzima é largamente utilizada em 

métodos analíticos por conta de sua estabilidade, além de sua capacidade de catalisar 

a oxidação dos mais variados substratos utilizando-se de peróxido de hidrogênio14.  

Uma das vantagens do método analítico da quimiluminescência é sua alta 

sensibilidade62,63. Por exemplo, utilizando luminol como sonda quimiluminescente e a 

HRP como catalizador, a detecção de peróxido de hidrogênio pode chegar à ordem 

de 3 µM, que ainda pode ser aumentado utilizando outros compostos, como ácido ρ-

cumárico, fenol e anilina64. 

Algumas reações quimiluminescentes induzidas por gás ozônio são utilizadas 

como detectores de nitrogênio e enxofre em cromatografia gasosa65,66. Este sistema 

também pode ser utilizado para determinação de compostos orgânicos tanto em 

solução como em estado sólido, como por exemplo corantes adsorvidos em sólidos67. 

Sendo os peróxidos os produtos principais da reação de ozonólise, um sistema 

baseado em quimiluminescência apresenta potencial para caracterizar a capacidade 

oxidante de óleos ozonizados.  

3. OBJETIVOS 

Otimizar a produção de óleos ozonizados, caracterizá-los quimicamente e 

desenvolver um método quimiluminescente para a caracterização da capacidade 

oxidante destes óleos. 
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4. MATERIAIS E MÉTODOS 

4.1 REAGENTES E SOLVENTES 

Os reagentes e soluções utilizados nos procedimentos foram: óleo de gergelim 

(sesame oil), luminol (𝐶8𝐻7𝑁3𝑂2), peroxidase de raiz forte (HRP), sulfato ferroso 

(𝐹𝑒𝑆𝑂4), 2-metilindol (𝐶9𝐻9𝑁), iodeto de potássio (KI), amido 0,2%, ácido acético 

glacial (𝐶𝐻3𝐶𝑂𝑂𝐻), triclorometano (𝐶𝐻𝐶𝑙3), ácido sulfúrico (𝐻2𝑆𝑂4) P.A., tiossulfato de 

sódio (𝑁𝑎2𝑆2𝑂3), fosfato de sódio (𝑁𝑎3𝑃𝑂4), tris(hidroximetil)aminometano 

((𝐻𝑂𝐶𝐻2)3𝐶𝑁𝐻2), etanolamina (𝐻𝑂𝐶𝐻2𝐶𝐻2𝑁𝐻2), taurina (ácido 2-

aminoetanossulfônico), ácido hipocloroso (𝐻𝑂𝐶𝑙), tetraidrofurano (𝐶4𝐻2𝑂), isopropanol 

(𝐶3𝐻8𝑂), ciclo-hexano (𝐶6𝐻12), acetona (𝐶3𝐻6𝑂), iodeto de mercúrio (II), 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); balança analítica (AG245, Mettler Toledo); Luminômetro (Centro LB 

960, Berthold Technologies); Gerador de Ozônio (OEM Modelo GL-3189A); 

espectrofotômetro de FT-IR (FT/IR-4600, Jasco Technologies). 

4.3 PREPARO DAS SOLUÇÕES  

Todos os reagentes utilizados neste trabalho foram de grau analítico, sem 

passar por nenhuma purificação adicional. A água utilizada foi duplamente deionizada 

utilizando-se um sistema de osmose reversa e um sistema de purificação Milli-Q.  

4.3.1 Luminol 10,0 mmol L-1  

Para o preparo de uma solução de Luminol 10,0 mmol L-1 (Massa Molar: 177,16 

g mol-1) foram pesados, em um tubo de microcentrifugação de 1,5 mL, 0,00199 g e 

dissolvidos com 1000 µL de água deionizada. Esta solução foi mantida em geladeira. 
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4.3.2 Peroxidase de Raiz Forte 5,0 µmol L-1 

Para o preparo de solução estoque de HRP 5,0 µmol L-1 (Massa Molar: 44000 

g mol-1), foram pesados 0,0011 g de HRP e diluído em tampão fosfato pH 7.0. A 

solução de 0,5 µmol L-1 foi preparada a partir desta solução diluída em tampão fosfato 

pH 7. 

4.3.3 Taurina 0,5 mol L-1 

Para o preparo de 5 mL da solução de Taurina, 0,5 mol L-1 (Massa Molar: 125,0 

g mol-1), foram pesados 0,3125 g de Taurina e diluído com 5 mL de água. Esta solução 

não foi mantida em geladeira.  

4.3.4 Solução Taurina Cloramina 5,0 mmol L-1 

Para o preparo de 5 mL de Taurina Cloramina 5,0 mmol L-1, foram pipetados 

0,5 mL da solução de Taurina 0,5 mol L-1, à esta solução foram adicionados 0,023 mL 

de HOCl 1,08 mol L-1 e completados com 4,477 mL de água.  

4.3.5 Tiossulfato de Sódio 0,1 mol L-1 

Para o preparo de 50 mL de solução de Tiossulfato de Sódio 0,1 mol L-1 (Massa 

Molar: 248,18 g mol-1), foram pesados 1,2409 g de tiossulfato de sódio e o volume de 

50 mL foi completado com água em um balão volumétrico.  

4.3.6 Amido 1% 

Para a preparação da solução de amido 1%, fez-se uma pasta remoendo 2 g 

de amido e 10 mg de iodeto de mercúrio (II) com cerca de 30 mL de água. Esta pasta 

foi vertida em cerca de 1 L de água fervente para resultar em uma suspensão clara. 

Após a solução ser resfriada em temperatura ambiente, foi transferida para um frasco 

com tampa esmerilhada e armazenada em geladeira. 

4.3.7 Solução Saturada de KI  

Para o preparo da solução saturada de KI, adicionou-se 50 mL de água em um 

béquer e adicionou-se KI até que este não fosse mais dissolvido. 
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4.3.8 Mistura de Solventes ácido acético:clorofórmio (3:2) 

Para o preparo de 10 mL da mistura de solventes utilizada na titulação, 

adicionou-se em um frasco 60 mL de ácido acético glacial e 40 mL de clorofórmio. 

Esta solução foi armazenada em geladeira. 

4.3.9 Solução tampão fosfato de sódio 10,0 mmol L-1 pH 7 

Inicialmente, preparou-se uma solução de fosfato monobásico de sódio 10,0 

mmol L-1 (Massa Molar: 119,98 g mol-1) e uma solução de fosfato dibásico de sódio 

10,0 mmol L-1 (Massa Molar: 141,96 g mol-1). Para o preparo de 100 mL de solução 

tampão fosfato de sódio 10,0 mmol L-1, adicionou-se em um béquer 50 mL da solução 

de fosfato monobásico de sódio 10,0 mmol L-1, e o pH foi ajustado adicionando-se à 

esta solução, fosfato dibásico de sódio 10,0 mmol L-1. 

4.3.10 Solução tampão tris(hidroximetil)aminometano 50,0 mmol L-1 pH 8 

e 9 

Para o preparo de 100 mL de solução tampão tris(hidroximetil)aminometano, 

50,0 mmol L-1 (Massa Molar: 121,14 g mol-1), foram pesados 0,6 g de 

tris(hidroximetil)aminometano, e dissolvidos em cerca de 60 mL de água deionizada. 

Os ajustes de pH foram realizados adicionando-se ácido clorídrico 0,1 mol L-1. Quando 

o pH desejado foi alcançado, o volume de 100 mL foi completado em balão 

volumétrico com água deionizada. 

4.3.11 Solução tampão etanolamina 50,0 mmol L-1, pH 10 e pH 11 

Para o preparo de 100 mL de solução tampão etanolamina, 50,0 mmol L-1 

(Massa Molar: 61,1 g mol-1), foram pesados 0,3 g de etanolamina, e dissolvidos em 

cerca de 60 mL de água deionizada. Os ajustes de pH foram realizados adicionando-

se ácido clorídrico 0,1 mol L-1. Quando o pH desejado foi alcançado, o volume de 100 

mL foi completado em balão volumétrico com água deionizada. 

4.3.12 2-Metilindol 100,0 mmol L-1 

Para o preparo de 5 mL da solução de 2-Metilindol, 100,0 mmol L-1 (Massa 

Molar: 131,17 g mol-1) foram pesados 0,0655 g, e o volume foi completado em balão 
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volumétrico com álcool etílico. A concentração de 2,0 mmol L-1 foi preparada a partir 

desta solução, diluída em álcool etílico. 

4.3.13 Lucigenina 10,0 mmol L-1 

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

510,506 g mol-1) foram pesados 0,005 g, e o volume foi completado com DMSO. 

4.4 PROCEDIMENTOS 

4.4.1  Determinação da capacidade de geração de ozônio pelo aparelho 

Para determinar a massa de ozônio que é gerada pelo aparelho, utilizou-se o 

procedimento de titulação de iodeto de potássio com tiossulfato de sódio55,56. Reagiu-

se com ozônio, 50 mL de KI, tamponado com 3,5 g de fosfato monossódico e 7,3 g de 

fosfato dissódico, pelos tempos: 30 segundos, 1 minuto e 2 minutos. Após a reação, 

para a acidificação do meio reacional, foram adicionados 25 mL de ácido sulfúrico 

P.A., resultando em uma solução de cor avermelhada. Então, procedeu-se à titulação 

com tiossulfato 0,01 mol L-1. Quando a solução apresentou uma coloração amarelo-

palha, adicionou-se 5 a 10 mL de uma solução de amido 1%, e a titulação procedeu-

se até a solução se tornar transparente.  

A titulação iodométrica parte do princípio da oxidação dos íons iodeto à tri-

iodeto pelo ozônio, quando este está dissolvido em meio ácido. Após a acidificação, a 

solução contendo o tri-iodeto foi titulada com tiossulfato (𝑆2𝑂3
2−) gerando o tetrationato 

(𝑆4𝑂6
2−)55,56, de acordo com a equação 7:  

 

𝑂3 + 𝐻2𝑂 + 3𝐼− → 𝐼3
− + 𝑂2 + 2𝐻𝑂−     Equação 6 

𝐼3
− + 2𝑆2𝑂3

2− → 𝑆4𝑂6
2− + 3𝐼−      Equação 7 

Somando-se as equações 5 e 6, temos: 

𝑂3 + 2𝑆2𝑂3
2− + 𝐻2𝑂 → 𝑆4𝑂6

2− + 𝑂2 + 2𝐻𝑂−    Equação 8 
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O número de mols de tiossulfato foi determinado a partir do volume consumido 

na titulação, de acordo com a equação 9: 

𝑛 = 𝑀 × 𝑉         Equação 9 

onde: n é o número de mols de tiossulfato, M é a molaridade da solução de 

tiossulfato, V é o volume consumido na titulação. 

Após determinar-se o número de mols de tiossulfato, utilizou-se a proporção de 

1:2 mols de tiossulfato para cada mol de ozônio consumido na reação, de acordo com 

a reação global 7. 

Após a determinação do número de mols de ozônio, utilizou-se a equação 10 

para determinar a massa de ozônio gerado pelo aparelho. 

𝑚 = 𝑛 × 𝑀𝑀         Equação 10 

onde: m é a massa de ozônio a ser calculada, n é o número de mols de ozônio, 

MM é a massa molar de ozônio.  

4.4.2  Ozonização do Óleo 

 Para realizar a ozonização do óleo, foi utilizado um gerador de ozônio comercial 

OEM Modelo GL-3189A. O sistema pode ser verificado na Figura 4. Utilizou-se 

oxigênio medicinal como fonte de oxigênio para geração de ozônio, com vazão de 1 L 

min-1. Foi utilizado um frasco lavador para a passagem prévia do oxigênio, e o óleo a 

ser ozonizado foi colocado em um frasco, onde o ozônio foi borbulhado diretamente 

sobre o óleo. Foram pesados, com precisão, cerca de 1 grama de óleo, e estes foram 

ozonizadas por tempos determinados e analisadas por quimiluminescência. 
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Figura 4: Processo de ozonólise de óleo. a) cilindro de oxigênio, b) válvula de agulha, c) gerador de ozônio, 

d) frasco de ozonólise, e) frasco lavador de gases. Esquema adaptado de Passareti, 201168. 

4.4.3 Determinação dos Valores de Peróxido 

Para avaliar os valores de peróxido dos óleos após ozonólise, foi utilizado o 

método de iodometria, que está bem estabelecido na literatura, para tal foi utilizado o 

método IFRA69,70. Foram pesados 3 gramas de óleo de gergelim, e este foi ozonizado 

pelos tempos 10, 30, 60 e 120 minutos. Após a ozonização, foi pesado 1 grama do 

óleo ozonizado, e a este foi adicionado 15 mL de uma mistura de ácido acético glacial 

e clorofórmio na proporção de 3:2, e 0,3 mL de uma solução saturada de KI em um 

Erlenmeyer de 25 mL. Essa solução foi deixada no escuro por um período de 1 hora. 

Após o tempo de repouso, acrescentou-se 25 mL de água deionizada e agitou-

se por pelo menos 1 minuto. Essa solução foi titulada com tiossulfato de sódio 0,10 

mol L-1, até que a cor acastanhada ficasse levemente amarelada. Quando este ponto 

foi atingido, acrescentou-se 0,3 mL da solução de amido 1%, e procedeu-se à titulação 

até que a solução ficasse completamente transparente. Realizou-se uma medida sem 

acrescentar o óleo, que será o parâmetro branco para a determinação do valor de 

peróxido. 

O volume consumido na titulação foi, então, anotado e utilizando a equação 11 

pode-se determinar o valor de peróxido do óleo ozonizado. 

𝑃𝑉
[
𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑘𝑔
]

=
[𝑆𝑂3

2−]∗1000∗(𝑉1−𝑉0)

2∗𝑚𝑔
      Equação 11 

onde: [𝑆𝑂3
2−] é a concentração molar da solução de tiossulfato utilizada na 

titulação, 𝑉1 é o volume consumido na titulação, 𝑉0 é o volume da titulação do branco 

e 𝑚 é a massa em gramas do óleo ozonizado. 
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A determinação do índice de peróxido (IP) dos óleos foi realizada por 

iodometria. O método consiste em quantificar a concentração de peróxidos no óleo, 

expressado em termos de equivalência a peróxido de hidrogênio por kg de óleo como 

indicado nas equações 8 a 10.  

𝐻2𝑂2 + 2𝐻+ + 3𝐼− → 𝐼3
− + 2𝐻2𝑂      Equação 8 

𝐼3
− + 2𝑆2𝑂3

2− → 𝑆4𝑂6
2− + 3𝐼−                  Equação 9 

Somando as equações 8 e 9: 

𝐻2𝑂2 + 2𝐻+ + 2𝑆2𝑂3
2− → 2𝐻2𝑂 + 𝑆4𝑂6

2−    Equação 10  

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

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

(𝑛𝑆2𝑂3
2− = 𝐶𝑆2𝑂3

2− ∗ 𝑉(𝐿))  ≡  (𝑛𝐻2𝑂2
=

𝐶
𝑆2𝑂3

2−∗ 𝑉(𝐿)

2
)   Equação 11 

Quando considerada a massa do óleo ozonizado: 

𝐼𝑃𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑘𝑔

=
𝐶

𝑆2𝑂3
2−∗𝑉(𝑚𝐿)∗1000

2∗𝑚𝑔
       Equação 12 

onde: 𝑛𝑆2𝑂3
2−é o número de mols de tiossulfato, 𝐶𝑆2𝑂3

2−é a concentração de 

tiossulfato utilizado na titulação, 𝑉(𝐿)é o volume total da solução, 𝑛𝐻2𝑂2
é o número de 

mols de peróxido, 𝐼𝑃𝑚𝑚𝑜𝑙

𝑘𝑔

 é o valor de peróxido expresso em milimols por quilograma 

de óleo ozonizado, 𝑉(𝑚𝐿)é o volume gasto na titulação, 1000 é a conversão para 1000 

g de óleo, 𝑚𝑔é a massa em gramas de óleo ozonizado utilizado69. 

4.4.4 Análises de Infravermelho (FTIR) 

As amostras de óleo ozonizado foram caracterizadas através de 

espectroscopia na região do infravermelho, utilizando-se um espectrofotômetro 

baseado em transformada de Fourier (FTIR), (JASCO, Japan), utilizando um detector 

deuterated triglycine sulfate (DLaTGS) e resolução de 2 cm-1. Os espectros foram 

obtidos na região de 500 a 4000 cm-1.  
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As amostras de óleo foram adicionadas entre duas janelas de brometo de 

potássio e analisadas no modo de transmissão. A limpeza das janelas foi realizada 

com acetona e secagem com lenço de papel e jato de ar. O software utilizado foi o 

SpectraManager, e o background foi realizado com a janela de KBr. 

4.4.5 Estudos de Análise Térmica 

Os estudos de análise térmica foram realizados em atmosfera inerte de N2. A 

faixa de temperatura para a análise de TG/DTG, foi de 30 a 800ºC, com razão de 

aquecimento de 10ºC por minuto. Para a análise de DSC, a faixa de temperatura foi 

de 30 a 230ºC, com razão de aquecimento de 10ºC por minuto. 

Os resultados de TG/DTG foram analisados na faixa de 100 a 800ºC, enquanto 

os resultados de DSC foram analisados na faixa de 30 a 230ºC. 

4.4.6 Estudos de Quimiluminescência 

Para os estudos de quimiluminescência foi utilizado um Luminômetro de placas 

(Centro LB 960, Berthold Technologies, USA). Foram utilizadas placas pretas e 

opacas de 96 poços NuncTM Denmark pretas. 

4.4.6.1 Estudo da dependência do solvente  

Para a realização dos estudos da dependência do solvente, foi utilizada uma 

concentração de óleo 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 reação foi de 200 µL, 

e as concentrações de óleo (5,0 mg mL-1), HRP (12,50 nmol L-1), luminol (0,50 mmol 

L-1) e tampão (43,75 mmol L-1) foram mantidas fixas. As análises foram realizadas em 

triplicata. Os resultados foram expressos em valores de Unidade Relativa de Luz 

(RLU) em função da massa de óleo dissolvido. 

4.4.6.2 Estudo da dependência do pH do meio reacional 

Para os estudos da dependência do pH do meio reacional, foram utilizados 175 

µL das seguintes soluções tampão: fosfato de sódio 10,0 mmol L-1, pH 7,0; Tris 50,0 

mmol L-1, pH 8,0; Tris 50,0 mmol L-1, pH 9,0; etanolamina 50,0 mmol L-1, pH 10,0 e 
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etanolamina 50,0 mmol L-1, pH 11,0. O volume final da reação foi de 200 µL. As 

concentrações de óleo (5,0 mg mL-1), luminol (0,5 mmol L-1), HRP (12,5 nmol L-1), ou 

Tau-NHCl (1,0 mmol L-1) foram mantidas fixas. As análises foram realizadas em 

triplicata. Os resultados foram expressos em valores de Unidade Relativa de Luz 

(RLU) em função da massa de óleo dissolvido. 

4.4.6.3 Estudo da dependência do luminol 

Para os estudos da dependência do luminol, variou-se a concentração de 

luminol (0,25 a 1,0 mmol L-1), em um volume final de 200 µL. As concentrações de 

óleo (5,0 mg mL-1), HRP (12,5 nmol L-1) e tampão tris pH 9,0 (50,0 mmol L-1) foram 

mantidas fixas. As análises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram 

expressos em valores de Unidade Relativa de Luz (RLU) em função da massa de óleo 

dissolvido. 

4.4.6.4 Estudo da dependência do HRP 

Para os estudos da dependência do HRP, variou-se a concentração de HRP 

(3,1 a 12,5 nmol L-1), em um volume final de 200 µL. As concentrações de óleo (5,0 

mg mL-1), luminol (0,5 mmol L-1) e tampão tris pH 9,0 (50,0 mmol L-1) foram mantidas 

fixas. As análises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos em 

valores de Unidade Relativa de Luz (RLU) em função da massa de óleo dissolvido. 

4.4.6.5 Estudo da utilização de sulfato ferroso 

Para o estudo da utilização do sulfato ferroso, utilizou-se uma solução de 

sulfato 1,0 mmol L-1, em um volume final de 200 µL. As concentrações de óleo (5,0 

mg mL-1), luminol (0,5 mmol L-1) e tampão tris (50,0 mmol L-1) foram mantidas fixas. 

As análises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos em valores 

de Unidade Relativa de Luz (RLU) em função da massa de óleo dissolvido. 

4.4.6.6 Estudo da utilização do 2-metilindol 

Para o estudo da utilização do 2-metilindol, utilizou-se uma solução de 2-MI 2,0 

mmol L-1, em um volume final de 200 µL. As concentrações de óleo (5,0 mg mL-1), 

HRP (0,5 µmol L-1) e tampão tris pH 9,0 (50,0 mmol L-1) foram mantidas fixas. As 
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análises foram realizadas em triplicata. Os resultados foram expressos em valores de 

Unidade Relativa de Luz (RLU) em função da massa de óleo dissolvido. 

4.4.6.7 Estudo da utilização da Tau-NHCl 

Para o estudo da utilização da Tau-NHCl, utilizou-se uma solução de Tau-NHCl  

6,0 mmol L-1, em um volume final de 200 µL. As concentrações de óleo (5,0 mg mL-1), 

luminol (0,5 mmol L-1) e tampão tris pH 9,0 (50,0 mmol L-1) foram mantidas fixas. As 

análises foram realizadas em triplicata. Os resultados expressos em valores de 

Unidade Relativa de Luz (RLU) em função da massa de óleo dissolvido. 

4.4.6.8 Estudo da utilização da lucigenina 

Para o estudo da utilização da lucigenina, utilizou-se uma solução de lucigenina 

0,5 mmol L-1, em um volume final de 200 µL. As concentrações de óleo (5,0 mg mL-1), 

tampão tris pH 9,0 (50,0 mmol L-1) e HRP (12,5 nmol L-1) foram mantidas fixas. As 

análises foram realizadas em triplicata. Os resultados expressos em valores de 

Unidade Relativa de Luz (RLU) em função da massa de óleo dissolvido. 

4.4.6.9 Estudo da variação da concentração de óleo 

Para o estudo da variação da concentração de óleo, variou-se a concentração 

de óleo (0 a 16,81 mg mL-1), em um volume final de 200 µL. As concentrações de 

tampão tris pH 9,0 (50,0 mmol L-1), luminol (0,5 mmol L-1), HRP (12,5 nmol L-1) ou Tau-

NHCl (6,0 mmol L-1) foram mantidas fixas. As análises foram realizadas em triplicata. 

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

4.5 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

As análises estatísticas foram realizadas utilizando-se o software 

GraphPadPrism. Foi aplicada a análises estatística ANOVA, seguido de teste Tukey, 

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

5.1 QUANTIFICAÇÃO DE OZÔNIO GERADO 

Inicialmente foi necessário determinar a quantidade de ozônio que o aparelho 

é capaz de gerar por minuto e, dessa maneira, proceder a ozonização dos óleos com 

uma massa conhecida de ozônio. Com base na estequiometria de 1 mol de ozônio 

para cada 2 mols de tiossulfato (Equação 7, sessão 4.4.1), obteve-se a massa de 

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

Tabela 1: Massa de ozônio produzida por minuto 

Tempo de 
Ozonólise 

V𝑺𝟐𝑶𝟑
𝟐− (mL) m𝑶𝟑 (mg) m𝑶𝟑 (mg 

minute-1) 

30 segundos 11,5 ± 1,5 2,7 ± 0,3 5,5 ± 0,7 

1 minuto 23,9 ± 0,5 5,7 ± 0,1 5,7 ± 0,1 

2 minutos 46,5 ± 0,1 11,2 ± 0,1 5,6 ± 0,1 

Média 5,6 

Desvio Padrão 0,5 

O resultado foi de 5,6 ± 0,5 mg de ozônio produzido por minuto. Com estes 

valores, pode-se estimar a quantidade de ozônio que foi injetada durante a ozonização 

do óleo em estudo, e dessa maneira estimar o tempo necessário para saturação das 

duplas ligações do mesmo. 

5.2 OZONIZAÇÃO DO ÓLEO DE GERGELIM 

Após a quantificação da massa de ozônio por tempo que o aparelho foi capaz 

de produzir, iniciou-se a etapa de ozonização dos óleos. A figura 5 representa a 

diminuição de cor dos óleos ozonizados em relação ao tempo de exposição ao ozônio. 

As amostras mais claras quando movimentadas exibiram resistência ao movimento, 

indicando aumento da viscosidade. Esse aumento de viscosidade é bastante 

considerável para o óleo ozonizado pelo nosso tempo máximo de 120 minutos, e foi o 

fator determinante para que não fosse realizada a ozonólise por tempos maiores, uma 

vez que o óleo se torna extremamente viscoso o que tornaria dificultada a reação com 

o ozônio com eficiência. 
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Figura 5: Comparação entre o óleo não ozonizado e os óleos ozonizados por 10, 30, 60 e 120 minutos. 

 

  

As amostras de óleo foram ozonizadas e os resultados foram comparados com o óleo 

não ozonizado (tabela 2).  

 

Tabela 2: Índice de peróxidos do óleo de gergelim ozonizado 

Tempo de ozonólise O3 injetado (mg) Índice de Peróxido 
(𝒎𝒎𝒐𝒍 𝑲𝒈−𝟏) 

Óleo não ozonizado 0 12 ± 2a 

10 minutos 56 177 ± 5b 

30 minutos 168 301 ± 5c 

60 minutos 336 439 ± 11d 

120 minutos 672 628 ± 10e 
Os resultados representam média e desvio padrão de três experimentos. Letras diferentes representam 

médias dos grupos estatisticamente diferentes (P<0,05).  

 

Como esperado, pôde-se observar um aumento considerável no índice de 

peróxido em função do tempo de ozonólise. Considerando o índice aceitável pela 

Resolução RDC nº 270, de 22 de setembro de 2005, da Anvisa, o óleo que foi utilizado 

neste trabalho está dentro do esperado para o índice de peróxidos, indicando que o 

aumento foi resultante da ozonólise do óleo. 

Tendo como base a literatura recente sobre caracterização de óleos 

ozonizados7,34, comparou-se os resultados obtidos, e pode-se observar o mesmo 
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comportamento do óleo ozonizado, ou seja, um aumento do índice de peróxidos 

conforme aumenta-se o tempo de ozonização. 

O peso molecular médio do óleo de gergelim é 874 g mol-1 45. Portanto, 3 

gramas de óleo utilizado correspondem a cerca de 3,4 mmol de óleo. Considerando 

que cada mol de óleo possui em média 3 ligações duplas, pode-se estimar cerca de 

10,3 mmol em duplas ligações. Como o ozonizador utilizado produz 5,62 mg de ozônio 

por minuto (Tabela 1), ou seja, 0,12 mmol de ozônio por minuto, teríamos em 120 

minutos, 14,4 mmol de ozônio. Portanto, o suficiente para reagir com 10,3 mmol de 

duplas ligações presente na massa de óleo utilizada, considerando que a eficiência 

da reação seja de 100%. 

5.3 ESTUDOS DE INFRAVERMELHO (FT-IR) 

Os resultados obtidos mostram que a ozonólise do óleo de gergelim foi eficiente 

na produção de peróxido orgânicos nas cadeias insaturadas do óleo, como pôde ser 

evidenciado pelo alto índice de peróxido encontrado. Assim, os próximos estudos 

tiveram por objetivo caracterizar os óleos ozonizados e tentar correlacionar as 

alterações em suas estruturas moleculares com os níveis de peróxido. Inicialmente 

estudou-se as alterações nos espectros de infravermelho dos óleos provocados pela 

ozonização. As mudanças observadas na intensidade das bandas utilizadas para 

correlação com o grau de ozonização foram aqueles relacionados às ligações: C=C, 

O-H, =C-H, C-O, e a razão entre as áreas destes picos. Estas bandas estão indicadas 

pelas setas na Figura 6. Pode-se observar mudanças em todos os picos apontados, 

demonstrando as mudanças ocorridas no óleo após a ozonização. 
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Figura 6: Conjunto de espectros de infravermelho do óleo ozonizado em comparação com o óleo não 

ozonizado. Óleo não ozonizado (a), ozonólise de 10 minutos (b), ozonólise de 30 minutos (c), ozonólise 

de 60 minutos (d) e ozonólise de 120 minutos (e). Ligações: OH (1), =C-H (2), C=C (3), C-O (4) 
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O objetivo da análise de FT-IR é investigar quais mudanças podem ser 

observadas na estrutura do óleo após a ozonólise. De acordo com Soriano, et. al.71, 

as principais alterações esperadas na ozonólise de ácidos graxos estão relacionadas 

com a redução das ligações C=C e =C-H que devem ser saturadas pelo ozônio, e o 

aumento das ligações C-O e O-H correspondentes à formação dos ozonídeos e 

demais compostos peroxídicos formados após a reação.  

De fato, a Figura 6 mostra reduções bem definidas nos estiramentos dos picos 

em 3009 cm-1 (2) e 1654 cm-1 (3) que representam as ligações assimétricas =C-H e 

C=C, respectivamente7, mostrando a saturação das duplas ligações presentes no 

óleo, e o aumento do número de ligações C-O7, que pode ser identificada com o 

aumento da intensidade das bandas correspondentes em 1105 cm-1 (4), 

demonstrando que existe a formação de ligações carbono-oxigênio, evidenciando a 

formação de ozonídeos (Figura 7). 

Figura 7: Espectros de infravermelho do óleo não ozonizado em comparação com o óleo ozonizado por 60 

minutos. 
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No óleo ozonizado por 120 minutos (Figura 6e), pode-se observar que já 

ocorreu a saturação das duplas ligações, tendo reduzido significativamente os picos 

relativos às duplas =C-H e C=C (2e, 3e). 
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Pode-se observar, também, um aumento no estiramento em 3465 cm-1(1) que 

indica a presença de grupos hidroxila, possivelmente oriundo de peróxidos72, que é 

significativamente menor no óleo puro (1a).  

Para validar a significância do aumento e redução dos picos apontados 

anteriormente, foi calculado a área dos picos e a razão entre elas. Para isso, utilizou-

se ferramenta do próprio software do equipamento. Na Tabela 3 estão apresentadas 

as áreas integradas dos picos de absorbância. Foram selecionados os pontos 

próximos ao início e final de cada pico e fixados para cada um dos gráficos. Verificou-

se a redução das áreas correspondentes às insaturações do óleo, demonstrando que 

conforme aumenta-se o tempo de ozonólise, ocorre a saturação das duplas ligações 

pela reação com o ozônio. O contrário também é observado, ou seja, as áreas 

referentes às ligações do peróxido/ozonídeo (C-O) e dos peróxidos (O-H) aumenta 

conforme aumenta-se o tempo de ozonólise, o que está em acordo com os resultados 

obtidos na análise do índice de peróxidos realizada anteriormente. 

 

Tabela 3: Áreas integradas das curvas dos estiramentos do espectro de 

infravermelho de acordo com o tempo de ozonólise 

Área dos 
picos 

Óleo não 
ozonizado 

10 
minutos 

30 
minutos 

60 
minutos  

120 
minutos 

O-H 32376,5 30300,2 30667,4 30761,3 31373,7 

C=C 8469,8 8149,7 8360,0 8484,3 8621,1 

C-O 2293,1 900,4 751,8 409,0 216,5 

=C-H 20787,5 20163,7 20353,0 21241,0 21776,0 

 

Para avaliar quantitativamente o aumento e diminuição dos estiramentos, foi 

feito o cálculo da razão entre as áreas integradas dos picos de absorbância 

apresentadas na Tabela 3. Pode-se observar na Tabela 4 que houve aumento 

significativo dos picos referentes às ligações O-H e C-O em relação às ligações =C-H 

e C=C. 

      Tabela 4: Razão entre as áreas integradas 

Razão 
entre áreas 

Óleo não 
ozonizado 

10 
minutos 

30 
minutos 

60 
minutos  

120 
minutos 

O-H / C=C 3,8 3,7 3,6 3,6 3,6 

C-O / =C-H 9,1 22,4 27,1 52,0 100,6 

O-H / =C-H 1,5 1,5 1,5 1,4 1,4 

C-O / C=C 3,7 9,0 11,1 20,7 39,8 
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A maior razão observada foi para a formação dos ozonídeos, frente à redução 

das duplas ligações C=C. Os resultados obtidos na espectroscopia estão de acordo 

com os dados consultados na literatura7 que demonstram um aumento significativo 

dos estiramentos referentes à formação dos ozonídeos enquanto as duplas ligações 

são saturadas pela ozonólise.  

5.4 ANÁLISE TÉRMICA 

A análise térmica consiste em uma técnica analítica que auxilia na identificação 

de processos físicos e químicos que envolvem variação de energia. As análises de 

DTG/TG e DSC foram realizadas para amostras do óleo ozonizado por 10, 30, 60 e 

120 minutos e comparadas com a análise realizada para o óleo não ozonizado, que 

será o padrão de referência. 

A curva de TG (Figura 8) para o óleo não ozonizado indica que sua 

decomposição ocorre em apenas uma etapa na faixa de temperatura de 288,3 a 

480,7ºC, reforçada pela curva de DTG (Figura 9), que apresenta um único vale em 

temperatura de 415,1ºC. 

Já as amostras do óleo ozonizado apresentaram três eventos térmicos 

diferentes para a análise de TG, evidenciando a presença de compostos ozonizados, 

que são mais instáveis e se degradam em menores temperaturas, em oposição à 

cadeia do óleo que irá se degradar em temperaturas maiores, conforme demonstrado 

na análise do óleo puro. A curva de DTG confirma estes três 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 ozonólise do óleo, aumenta a 

porcentagem de óleo que reage com o ozônio, para produzir compostos peroxídicos. 
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Figura 8: Curvas referentes às análises termogravimétricas do óleo ozonizado pelos tempos de 10, 30, 60 e 

120 minutos, comparado com o óleo não ozonizado. 

 

A análise de DTG demonstra que para o óleo ozonizado existe mais de um 

evento térmico, enquanto para o óleo não ozonizado pode-se observar apenas um 

evento, de acordo com a Figura 9. É importante notar que os eventos relacionados à 

decomposição dos produtos ozonizados aumentam proporcionalmente à diminuição 

dos eventos relacionados à decomposição da fase oleosa. O óleo puro não apresenta 

nenhum evento na temperatura referente aos compostos peroxídicos, entre 100 e 

200ºC, enquanto apresenta um evento de grande proporção na temperatura de 400 a 

500ºC, demonstrando pouco o nenhum composto relacionado aos peróxidos.  

O oposto ocorre quando se aumenta o tempo de ozonólise, onde o evento 

relacionado nas temperaturas de 100 e 200ºC aumenta, conforme se diminui o evento 

nas temperaturas entre 400 e 500ºC. Além disso, os eventos foram acompanhados 

de perda de massa, que aumentaram de acordo com o tempo de ozonólise, de 3,98% 

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

De acordo com Cataldo12, os ozonídeos formados após a ozonólise do óleo são 

decompostos em torno de 155ºC, gerando um pico, que aumenta gradativamente 

conforme aumenta-se o tempo da ozonólise. Os picos exotérmicos na análise de DSC 

são atribuídos à degradação oxidativa dos ozonídeos, possivelmente por conta da 

liberação do oxigênio que ocorre quando os ozonídeos são decompostos34. 
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Figura 9: Curvas do DTG dos óleos ozonizados por 10, 30, 60 e 120 minutos, comparados com o óleo não 

ozonizado. 

 

Na Tabela 5 estão apresentados os resultados de decomposição do óleo, dos 

compostos ozonizados, além da porcentagem de resíduos restantes após a análise a 

uma estimativa da amostra que passou por ozonização. Essa estimativa está 

relacionada com a perda de massa de cada amostra após as análises de DTG/TG.  

Tabela 5: Comparativo das temperaturas de decomposição da parte oleosa e dos compostos ozonizados, 

porcentagem dos resíduos encontrados após a análise termogravimétrica, e a estimativa da amostra que passou por 

ozonização. 

Tempo de 
ozonólise 
(minutos) 

Temperatura de 
decomposição 

do óleo (°C) 

Temperatura de 
decomposição dos 

compostos ozonizados (°C) 

Porcentagem 
de resíduos 

(%) 

% da amostra que 
passou por 
ozonização 

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 análises de DSC (Figura 10) confirmam que a 120°C ocorre a decomposição 

dos compostos R-O-O, e reação exotérmica. Comportamento similar não foi 

observado no óleo puro. 

Considerando a inexistência deste evento para o óleo puro, possivelmente ele 

está relacionado à modificação estrutural da cadeia do óleo causada pela reação de 

ozonólise, como a presença de ozonídeos e compostos peroxídicos na cadeia do 

ácido graxo. 

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

processo, que aumenta de acordo com o aumento do tempo de ozonólise do óleo. 
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Figura 10: Curvas de DSC dos óleos ozonizados por 10, 30, 60 e 120 minutos comparados com o óleo não 

ozonizado. 

 

Os resultados da entalpia de decomposição do óleo ozonizado estão descritos 

na Figura 11, e pode-se observar que a entalpia aumenta de forma linear conforme se 

aumenta o tempo de ozonólise do óleo.   

Figura 11: Entalpia de decomposição do óleo ozonizado 
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Estes resultados estão de acordo com os resultados obtidos para a análise de 

índice de peróxidos, que está descrita na sessão 5.2, onde se observa um aumento 

significativo dos resultados, conforme o aumento do período de ozonólise do óleo.  

As análises térmicas foram utilizadas, neste trabalho, como uma demonstração 

qualitativa da geração de peróxidos e ozonídeos após a ozonólise do óleo de gergelim, 
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através da alteração de suas cadeias, que pode ser observada através do aumento 

da entalpia de decomposição da amostra conforme o aumento do tempo de ozonólise 

do óleo.  

5.5 DESENVOLVIMENTO DE METODOLOGIA QUIMILUMINESCENTE 

PARA ESTUDO DE ÓLEOS OZONIZADOS 

O objetivo principal deste trabalho foi o desenvolvimento de metodologia 

quimiluminescente para a identificação/quantificação da capacidade oxidativa dos 

óleos ozonizados. Partindo dos resultados anteriores, onde pode-se observar que a 

ozonização do óleo de gergelim resultou em peróxidos na cadeia do óleo, deu-se início 

ao desenvolvimento da tecnologia, utilizando como base o que já existe na literatura 

para sistemas oxidantes. 

Inicialmente, foram selecionadas três possíveis reações entre o óleo ozonizado 

para gerar a emissão de luz. O luminol, que é uma sonda já bastante utilizada, e é 

suscetível à ação de peróxidos em meio alcalino73, de acordo com a reação 

representada pela Figura 12. Além do luminol, outras duas sondas poderiam ser 

promissoras para este sistema. 

Figura 12: Reação proposta para ação de peróxidos presentes no óleo sobre 

o luminol 
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Derivados indólicos também tem potencial para gerar luz quando são oxidados. 

O composto 2-metilindol tem demonstrado eficiência quimiluminescente quando 

oxidado por oxidantes fracos14. Sendo assim, este composto foi considerado como 

uma alternativa ao luminol.  

A lucigenina (nitrato bis-N-metil acridina) já é conhecida na literatura como uma 

alternativa para sistemas quimiluminescentes, tendo ação similar ao luminol74, ela é 

comumente utilizada em sistemas de detecção do radical ânion superóxido, e poderia 

ser uma alternativa interessante para o luminol. 

5.5.1 Estudo da dependência do solvente 

Primeiramente, se viu a necessidade de diluição do óleo, uma vez que se trata 

de uma substância de viscosidade elevada, o que dificultaria medidas precisas de 

pequenos volumes. O óleo, então, foi diluído inicialmente no solvente THF para 

garantir a precisão do volume utilizado nas medições. Utilizando a proporção de 0,10 

g de óleo por mL de THF. A Figura 13 mostra o perfil cinético de emissão de luz da 

reação dos óleos em diferentes tempos de ozonólise, diluídos em THF.  

Figura 13: Perfil cinético de emissão de luz para o óleo diluído em THF. Concentrações finais: 

[tampão tris]= 50,0 mmol L-1 , [luminol]= 0,5 mmol L-1, [HRP]= 12,5 nmol L-1, [óleo não ozonizado]= 

5,3 mg mL-1, [óleo 3 minutos]= 5,7 mg mL-1, [óleo 6 minutos]= 5,7 mg mL-1 
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Como mostrado na Figura 13, mesmo na ausência de óleo, observou-se 

emissão de luz. Este efeito pode ser atribuído à peróxidos que são provenientes do 

próprio solvente. De fato, é comum a presença de resíduos de peróxidos em éteres75. 

Este resultado nos levou à busca por solventes mais adequados. Assim, O THF foi 

substituído por isopropanol. No entanto, visualmente, pôde-se verificar que o 
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isopropanol não foi eficiente na diluição do óleo e as amostras mostraram-se opacas, 

o que inviabilizou sua aplicação (resultado não mostrado). 

Buscou-se, novamente, uma alternativa para o solvente, e se decidiu pela 

utilização do ciclo-hexano, que é um solvente apolar e não possui peróxidos. 

Visualmente pôde-se observar que o óleo foi completamente diluído, e a solução 

apresentou-se transparente, com uma única fase. Com a utilização do ciclo-hexano a 

interferência do solvente na emissão de luz foi resolvida, garantindo que, o que é 

verificado no gráfico da cinética de emissão de luz seja apenas proveniente da 

oxidação do luminol pelo óleo (Figura 14). 

Figura 14: Perfil cinético de emissão de luz para o óleo diluído em ciclo-hexano. Concentrações finais: 

[tampão tris]=  50,0 mmol L-1, [luminol]= 0,5 mmol L-1, [HRP]= 12,5 nmol L-1, [óleo não ozonizado]= 

5,1 mg mL-1, [óleo 3 minutos]= 6,4 mg mL-1, [óleo 6 minutos] = 6,5 mg mL-1, [óleo 9 minutos]= 5,3 mg 

mL-1, [óleo 12 minutos]= 6,0 mg mL-1, [óleo 15 minutos]= 6,3 mg mL-1 
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Porém, ainda se identificou um decréscimo de luminescência conforme 

aumenta-se o tempo de ozonólise (Figura 15). Isto será mais aprofundado nos 

capítulos seguintes, onde serão estudadas alternativas para o sistema luminol-HRP, 

buscando alternativas para obtenção de melhores resultados. 
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Figura 15: Correlação entre a emissão de luz e o tempo de ozonólise para o óleo diluído 

em ciclo-hexano. Concentrações finais: [tampão tris]= 50,0 mmol L-1 , [luminol]= 0,5 

mmol L-1, [HRP]= 12,5 nmol L-1. Letras diferentes representam médias dos grupos 

estatisticamente diferentes (P<0,05). 
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Tabela 6: ANOVA, emissão de luz para o óleo diluído em ciclo-hexano 

Fonte de Variação SS DF MS F (DFn, DFd) P value 
Entre Grupos 2,33e+024 5 4,67e+023 F (5, 8) = 208,6 P<0,0001 
Dentro do Grupo 1,79e+022 8 2,24e+021   
Total 2,35e+024 13    

5.5.2 Estudo da sonda quimiluminescente  

Foram selecionadas inicialmente três possíveis sondas quimiluminescentes 

para o estudo: o luminol, o 2-MI e a lucigenina. Sendo o luminol a sonda mais básica 

e já bastante conhecida de literatura, o 2-MI um derivado indólico que pode ter 

emissão comparável à do luminol em sistemas quimiluminescentes14,76,77 e a 

lucigenina que é um agente orgânico também clássico de literatura para sistemas 

oxidantes14,74,78. 

5.5.2.1 Estudo do 2-metilindol como sonda quimiluminescente 

Derivados indólicos tem potencial para gerar luz quando são oxidados. O 

composto 2-metilindol tem demonstrado eficiência quimiluminescente quando oxidado 

por oxidantes fracos14. Sendo assim, foi utilizado este composto como uma possível 

alternativa ao luminol. A Figura 16 mostra o perfil cinético de quimiluminescência dos 

óleos e demonstra que o 2-metilindol não se mostrou eficiente no estudo aqui 

desenvolvido.  
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Figura 16: Perfil cinético de emissão de luz para o sistema 2-metilindol. Concentrações finais: 

[tampão tris]= 50,0 mmol L-1, [HRP]= 12,5 nmol L-1, [2-MI]= 2,0 mmol L-1, [óleo 10 minutos]= 5,2 

mg mL-1, [óleo 30 minutos]= 5,9 mg mL-1, [óleo 60 minutos]= 5,1 mg mL-1, [óleo 120 minutos]= 5,6 

mg mL-1 

0 1 0 2 0 3 0 4 0

0

5 0

1 0 0

1 5 0

2 0 0

T e m p o  (m in )

E
m

is
s

ã
o

 d
e

 L
u

z
 (

U
R

L
) C ic lo h e x a n o

1 0  m in u to s

3 0  m in u to s

6 0  m in u to s

1 2 0  m in u to s

 

Os resultados que podem ser observados na Figura 16 são decorrentes do 

background do aparelho. Mesmo que não se coloque nenhuma amostra no leitor, 

encontraremos resultados semelhantes a estes, o que indica que não há emissão de 

luz satisfatória para a oxidação do 2-metilindol pelo óleo ozonizado. 

5.5.2.2 Estudo da lucigenina como sonda quimiluminescente 

A lucigenina (nitrato bis-N-metil acridina) já é conhecida na literatura como uma 

alternativa para sistemas quimiluminescentes, tendo ação similar ao luminol74, ela é 

comumente utilizada em sistemas de detecção do radical ânion superóxido. Para esse 

estudo, foi utilizado o óleo ozonizado por 60 minutos. 

Como a lucigenina independe de catalisador para que a reação ocorra, foram 

realizados ensaios com e sem a utilização da HRP. Para confirmar que a ação do 

sistema não iria ser influenciado pela enzima, foi feito um teste somente com a reação 

desta e do óleo ozonizado. 

Na figura 17, está apresentado o resultado da utilização do sistema lucigenina. 

Esta não demonstrou eficiência para utilização para a determinação de peróxidos, não 

sendo evidenciada expressiva emissão de luz no sistema. Mesmo com a utilização do 

HRP, não foi observada quantidade suficiente de luz para que seja considerado um 

sistema eficiente para utilização neste trabalho. 
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Figura 17: Perfil cinético de emissão de luz para a reação com a lucigenina, na presença e na ausência de 

HRP. Concentrações finais: [tampão tris]= 50,0 mmol L-1, [lucigenina]= 0,5 mmol L-1, [HRP]= 12,5 nmol 

L-1, [óleo]= 5,8 mg mL-1. 
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5.5.2.3 Estudo do luminol como sonda quimiluminescente 

Tendo como referência 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 emissão de luz pelo luminol quando comparado com as outras duas sondas. De 

fato, o luminol é uma das sondas quimiluminescentes mais eficientes e já bem definida 

na literatura para um sistema oxidante baseado em peróxidos. 
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Figura 18: Perfil cinético comparativo entre as sondas luminol, lucigenina e 2-metilindol. Concentrações 

finais: [tampão tris]= 50,0 mmol L-1, [HRP]= 12,5 nmol L-1, [2-MI]= 2,0 mmol L-1, [luminol]= 0,5 mmol L-1, 

[lucigenina]= 0,5 mmol L-1, [óleo ozonizado]= 5,1 mg mL-1 

0 1 0 2 0 3 0

0

31 0 2

61 0 2

11 0 5

31 0 5

T e m p o  (m in )

E
m

is
s

ã
o

 d
e

 L
u

z
 (

U
R

L
)

L u m in o l

L u c ig e n in a

2 - M I

 

Considerando o sistema de peróxidos do óleo ozonizado, já se esperava que a 

reação com o luminol seria mais favorecida, uma vez que a lucigenina é mais 

comumente utilizada em sistemas de detecção do ânion superóxido e o 2-MI mesmo 

tendo bons resultados em um sistema oxidante baseado em peróxidos, não apresenta 

resultados tão expressivos quanto o luminol14.  

5.5.3 Estudo do catalisador da reação  

A HRP é uma enzima peroxidase que pode ser utilizada como catalisadora de 

reações oxidativas14. Como trata-se de uma enzima bastante utilizada para este tipo 

de reação, foi a nossa escolha para o início dos estudos de catalisador. 

Também existem relatos na literatura da utilização do sulfato ferroso 

juntamente com o luminol em análises quimiluminescentes79. A indução da 

quimiluminescência do luminol pelo sulfato ferroso está ligada à redução de peróxido 

de hidrogênio pelo Fe2+ para a formação de um radical hidroxila, de acordo com a 

reação79: 

𝐹𝑒2+ + 𝐻2𝑂2 → 𝐹𝑒3+ + 𝑂𝐻− + ∙ 𝑂𝐻     Equação 13 

Sendo assim, os dois catalisadores foram comparados na reação 

quimiluminescente do sistema do óleo ozonizado. 
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5.5.3.1 Estudo da utilização de sulfato ferroso como catalisador da 

reação 

Pode-se observar que existe emissão de luz no sistema luminol-sulfato ferroso 

(Figura 19). Porém, a reação ocorre muito rapidamente, e logo se observa o 

decaimento da emissão de luz. Também pode se observar a emissão de luz pelo 

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

Figura 19: Perfil cinético de emissão de luz para o sistema sulfato ferroso-luminol. Concentrações 

finais: [tampão tris]= 50,0 mmol L-1, [luminol]= 0,5 mmol L-1, [sulfato ferroso]= 1,0 mmol L-1, [óleo 

10 minutos]= 5,2 mg mL-1, [óleo 30 minutos]= 5,9 mg mL-1, [óleo 60 minutos]= 5,1 mg mL-1, [óleo 

120 minutos]= 5,6 mg mL-1 
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Considerando que o parâmetro analítico para determinar a concentração de 

peróxidos no óleo ozonizado é a área sob a curva da cinética de emissão de luz, em 

uma reação rápida como a que ocorreu com o Fe (II), essa área fica muito pequena, 

o que tornaria difícil demonstrar bons resultados. 

5.5.3.2 Estudo da utilização da HRP como catalisador da reação 

Quando o resultado do sulfato ferroso é comparado com a HRP, pode se 

observar um aumento considerável da área sob a curva. A Figura 20 mostra que a 

reação da HRP é bem mais lenta quando comparada com o sulfato, fornecendo uma 

área 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. Concentrações finais: 

[tampão tris]= 50,0 mmol L-1, [luminol]= 0,5 mmol L-1, [sulfato ferroso]= 1,0 mmol L-1, [HRP]= 12,5 nmol 

L-1, [óleo ozonizado]= 5,1 mg mL-1. 
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5.5.4 Otimização do Sistema Quimiluminescente 

Estes primeiros estudos nos deram os parâmetros iniciais para o 

desenvolvimento do método quimiluminescente para a determinação do sistema 

oxidante do óleo ozonizado. Tendo então determinado o melhor solvente para 

dissolver o óleo, a melhor sonda quimiluminescente e o catalisador da reação, foram 

estudados os demais parâmetros visando a otimização do método analítico. 

Para isto, foram avaliados pH, concentração de luminol e HRP. Nos ensaios 

iniciais, foi verificado que a reação era bastante rápida, pois o sinal de emissão de luz 

já se iniciava em valores altos, e havia posterior decaimento. Para minimizar as perdas 

de luz entre o tempo de injeção da enzima e a primeira leitura de emissão, a mesma 

foi adicionada diretamente no equipamento, utilizando uma de suas seringas de 

injeção. 

5.5.4.1 Estudo da dependência do pH do meio reacional 

Sabe-se que a reação de peróxidos com o luminol é favorecida em meio 

alcalino14,80. Para identificar o melhor valor de pH para a reação com óleo ozonizado, 
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foram realizados ensaios variando o pH entre 7,0 e 11,0, mantendo-se constante as 

concentrações de luminol, HRP e o óleo ozonizado por 60 minutos (Figura 21).  

Figura 21: Correlação entre a emissão de luz e o pH do tampão para o sistema HRP-luminol. 

Concentrações finais: [luminol]= 0,5 mmol L-1, [HRP]= 12,5 nmol L-1, [óleo]= 5,2 mg mL-1. Os 

tampões utilizados foram: fosfato de sódio 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, correlação entre emissão de luz e o pH do tampão para o sistema HRP-Luminol 

Fonte de Variação SS DF MS F (DFn, DFd) P value 
Entre Grupos 1,27e+020 4 3,18e+019 F (4, 8) = 211,9 P<0,0001 
Dentro do Grupo 1,2e+018 8 1,50e+017   
Total 1,28e+020 12    

Em 2015, YANG et al.81 demonstraram que o pH do meio de reação tem 

influência na emissão de luz para o sistema luminol-HRP-H2O2. Segundo estes 

autores, o sistema possui maior eficiência em pH 9,0-9,5. Aqui encontramos 

resultados semelhantes, o que reforça a proposta de que os peróxidos orgânicos 

presentes no óleo possuem comportamento semelhante ao H2O2 na reação com 

luminol. De fato, como mostrado na Figura 21, pode-se observar que a melhor 

eficiência de emissão de luz foi encontrada em pH 9-10. Demonstrando que existe 

correlação entre o sistema oxidante luminol-H2O2 e luminol-óleo ozonizado. 

5.5.4.2 Estudo da dependência do luminol 

Uma vez determinado o melhor solvente, e o pH do meio reacional, prosseguiu-

se para o estudo da dependência do luminol nos valores de emissão de luz. Utilizando 

o meio de reação já estabelecido com solução tampão pH 9,0, óleo ozonizado e HRP, 

variou-se a concentração do luminol. Sendo o luminol o responsável pela emissão de 

luz no sistema, quando em contato com agentes oxidantes, espera-se que ao 

aumentar sua concentração, os resultados da emissão de luz também aumentarão. 
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No entanto, não foi isso que se verificou. De fato, estatisticamente não se verificou 

diferenças entre o total de emissão de luz e a concentração utilizada de luminol, 

embora na menor concentração utilizada se observou o melhor resultado (Figura 22). 

Isto provavelmente está relacionado à menor velocidade da reação, o que acarretou 

em uma menor perda de luz entre o momento de injeção e primeira leitura no 

equipamento. Portanto, seguiremos utilizando a concentração de 0,5 mmol L-1 de 

luminol.  

Figura 22: Correlação entre a emissão de luz e a concentração de luminol. 

Concentrações finais: [tampão tris]= 50,0 mmol L-1, [HRP]= 12,5 nmol L-1, [óleo]= 

6,4 mg mL-1. Letras diferentes representam médias dos grupos estatisticamente 

diferentes (P<0,05) 
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Tabela 8: ANOVA, correlação entre a emissão de luz e a concentração de Luminol 

Fonte de Variação SS DF MS F (DFn, DFd) P value 
Entre Grupos 7,15e+010 3 2,38e+010 F (3, 4) = 4,441 P=0,0919 
Dentro do Grupo 2,15e+010 4 5,36e+09   
Total 9,30e+010 7    

5.5.4.3 Estudo da dependência do HRP 

Utilizando o meio de reação já estabelecido com solução tampão pH 9,0, óleo 

ozonizado e luminol, variou-se a concentração do HRP, e os resultados obtidos podem 

ser observados na Figura 23. Com o aumento da concentração de HRP aumenta-se, 

também, a quantidade de enzima disponível para catalisar a reação do peróxido com 

o luminol, então pode-se observar um aumento significativo de emissão de luz. Sendo 

assim, a concentração utilizada para os demais ensaios foi a de 12,50 nmol L-1.  
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Figura 23: Correlação entre a emissão de luz e a concentração de HRP. Concentrações 

finais: [tampão tris]= 50,0 mmol L-1, [luminol]= 0,5 mmol L-1, [óleo]= 5,2 mg mL-1. 

Letras diferentes representam médias dos grupos estatisticamente diferentes (P<0,05).  
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Tabela 9: ANOVA, correlação entre a emissão de luz e a concentração de HRP 

Fonte de Variação SS DF MS F (DFn, DFd) P value 
Entre Grupos 4,56e+018 2 2,28e+018 F (2, 6) = 487,7 P<0,0001 
Dentro do Grupo 2,80e+016 6 4,67e+015   
Total 4,58e+018 8    

5.5.4.4 Estudo da correlação entre a concentração de óleo ozonizado e 

emissão de luz 

Determinados os melhores parâmetros para o meio reacional, iniciou-se o 

estudo da correlação da concentração do óleo com a emissão de luz. O óleo 

ozonizado por 60 minutos foi o escolhido para análise, pois foi o que demonstrou 

resultado mais satisfatório nos ensaios anteriores.  

Considerando a maior concentração de peróxidos em função da concentração 

de óleo utilizada, esperava-se um aumento da emissão em função da concentração, 

o que de fato se verificou, como demonstrado na Figura 24. O mesmo resultado pode 

ser observado analisando-se o perfil cinético da emissão de luz (Figura 25). Para 

concentrações menores, a reação inicia mais rapidamente, mas observa-se a 

saturação em pouco tempo, atingindo o platô após 10 minutos de reação. Para 

concentrações maiores, o platô pode ser observado após 20 minutos de reação, 

indicando que existe mais peróxidos disponíveis para que se atinja a saturação. 
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Figura 24: Correlação entre a emissão de luz e a concentração de óleo ozonizado 

para o sistema HRP-luminol. Concentrações finais: [tampão tris]= 50,0 mmol L-1, 

[luminol]= 0,5 mmol L-1, [HRP]= 12,5 nmol L-1. Letras diferentes representam 

médias dos grupos estatisticamente diferentes (P<0,05) 
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Tabela 10: ANOVA, correlação entre a emissão de luz e a concentração de óleo ozonizado para o sistema 

HRP-Luminol 

Fonte de Variação SS DF MS F (DFn, DFd) P value 
Entre Grupos 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   
Total 1,52e+015 13    

Figura 25: Perfil cinético de emissão de luz de acordo com a massa de óleo ozonizado para o sistema 

HRP-luminol. Concentrações finais: [tampão tris]= 50,0 mmol L-1, [luminol]= 0,5 mmol L-1, [HRP]= 12,5 

nmol L-1 
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5.5.4.5 Dependência da emissão de luz em relação ao tempo de 

ozonólise. 

 Com o meio de reação definido, procedeu-se à nova ozonólise dos óleos para 

determinação do sistema quimiluminescente. Os óleos foram ozonizados novamente, 

por tempos determinados de 10, 30, 60 e 120 minutos e estes foram analisados, com 

o meio de reação já padronizado, com solvente ciclo-hexano, tampão tris pH 9,0, 

luminol, HRP e o óleo ozonizado. Tendo como base os resultados observados para o 

índice de peróxidos para os óleos ozonizados (Tabela 1, seção 5.1), que evidenciaram 

um aumento de peróxidos conforme aumentou-se o tempo de ozonólise, espera-se 

que os resultados de emissão de luz acompanhem esta lógica.  

A Figura 26 mostra a cinética de emissão de luz de acordo com o tempo de 

ozonólise dos óleos, e pode-se observar que os óleos com menos tempo de ozonólise 

(10 e 30 minutos) atingiram o pico de emissão de luz mais rapidamente que os óleos 

com tempo maior de ozonólise. Pode-se observar um aumento significativo entre os 

óleos de 10, 30 e 60 minutos. Porém, para o óleo de 120 minutos, há um decaimento 

da emissão total de luz (Figura 27), o que não condiz com o resultado obtido para o 

índice de peróxidos.  
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Figura 26: Perfil cinético de emissão de luz de acordo com o tempo de ozonólise para o sistema HRP-luminol. 

Concentrações finais: [tampão tris]= 50,0 mmol L-1, [luminol]= 0,5 mmol L-1, [HRP]= 12,5 nmol L-1, [óleo 

não ozonizado]= 5,4 mg mL-1, [óleo 10 minutos]= 5,3 mg mL-1, [óleo 30 minutos]= 5,1 mg mL-1, [óleo 60 

minutos]= 5,5 mg mL-1, [óleo 120 minutos]= 5,1 mg mL-1 
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Figura 27: Correlação entre a emissão de luz e o tempo de ozonólise para o sistema HRP-

luminol. Concentrações finais: [tampão tris]= 50,0 mmol L-1, [luminol]= 0,5 mmol L-1, 

[HRP]= 12,5 nmol L-1, [óleo não ozonizado]= 5,4 mg mL-1, [óleo 10 minutos]= 5,3 mg mL-

1, [óleo 30 minutos]= 5,1 mg mL-1, [óleo 60 minutos]= 5,5 mg mL-1, [óleo 120 minutos]= 

5,1 mg mL-1. Letras diferentes representam médias dos grupos estatisticamente 

diferentes (P<0,05) 
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Tabela 11: ANOVA, correlação entre a emissão de luz e o tempo de ozonólise para o sistema HRP-Luminol 

Fonte de Variação SS DF MS F (DFn, DFd) P value 
Entre Grupos 1,48e+08 4 3,71e+07 F (4, 10) = 2,47e+03 P<0,0001 
Dentro do Grupo 1,50e+05 10 1,50e+04   
Total 1,49e+08 14    



63 
 

Possivelmente esse resultado seja decorrente das alterações na cadeia por 

conta da ação da ozonólise. Visualmente, o óleo ozonizado por mais tempo (120 

minutos) demonstrou aumento em sua viscosidade, o que pode dificultar o acesso do 

HRP à cadeia do óleo, resultando em uma diminuição da emissão de luz. 

Duas hipóteses poderiam explicar estes resultados: (i) o grupo heme do HRP é 

o centro catalítico da enzima, que deve ser oxidado pelo peróxido presente no óleo14. 

Como o grupo heme está localizado no interior da enzima (Figura 28), com o aumento 

da viscosidade e o tamanho da cadeia do óleo ficaria difícil o acesso a este local para 

que possa ocorrer este efeito catalítico. (ii) altas concentrações de peróxidos podem 

inativar a HRP82, causando esse efeito de decaimento na emissão de luz, uma vez 

que não terá HRP disponível para que a reação ocorra. Tendo em vista esse resultado, 

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

 

Figura 28: Estrutura da enzima 

Horseradish Peroxidase (HRP)76 

 

 

5.5.5 Estudo da utilização da Tau-NHCl 

Buscando-se ainda o sistema quimiluminescente mais eficiente para estudos 

dos óleos ozonizados, decidiu-se pela utilização da Tau-NHCl juntamente com o 

luminol. Está bem estabelecido na literatura que a cloramina é um oxidante brando83, 

e quando reage com peróxidos, pode gerar oxigênio singleto que, quando em contato 

com o luminol emite luz. 
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Figura 29: Reação global proposta da Tau-NHCl com o luminol. (a) Reação da taurina com ácido 

hipocloroso, formando a Tau-NHCl. (b) Reação proposta da Tau-NHCl com o óleo ozonizado, formando 

oxigênio singleto. (c) Reação proposta do oxigênio singleto com o luminol, seguido de emissão de luz. 

Adaptado de Ximenes et. al. 202084. 

 

 

5.5.5.1 Estudo da dependência do pH do meio de reação sobre a Tau-

NHCl 

Para verificar se os parâmetros de reação utilizados anteriormente também são 

válidos para a Tau-NHCl, inicialmente foi realizado o estudo do pH do meio reacional. 

Já foi verificado anteriormente que o luminol tem maior eficiência em meio alcalino, 

porém não foi encontrado na literatura nenhuma relação da eficiência da Tau-NHCl 

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

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

satisfatória, coincidindo com os resultados anteriores utilizando HRP juntamente com 

o luminol. 

Reações da Tau-NHCl usualmente ocorrem em pH fisiológico (7,0), uma vez 

que a taurina é um aminoácido que pode ser encontrado no organismo humano, e a 

reação com o HClO também pode ocorrer em meio intracelular85. Porém, para sua 

utilização como oxidante na reação quimiluminescente, o pH não tem influência 

significativa, tendo o luminol um papel mais importante na escolha do pH. 
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Figura 30: Correlação entre a emissão de luz e o pH do tampão utilizado na reação com 

a Tau-NHCl. Concentrações finais: [luminol]= 0,50 mmol L-1, [Tau-NHCl]= 6,0 mmol 

L-1, [óleo]= 5,1 mg mL-1. Os tampões utilizados foram: fosfato de sódio 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 12: ANOVA, correlação entre a emissão de luz e o pH do tampão na reação com Tau-NHCl 

Fonte de Variação SS DF MS F (DFn, DFd) P value 
Entre Grupos 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   
Total 5,67e+011 9    

5.5.5.2 Estudo da influência da concentração da Tau-NHCl 

A Tau-NHCl tem papel diferente do HRP na reação quimiluminescente, 

enquanto o HRP catalisa a reação ocorrida entre o luminol e o peróxido, a Tau-NHCl 

reage diretamente com o peróxido do óleo ozonizado, que por sua vez oxida o luminol 

que irá emitir luz. Sendo a responsável pela reação diretamente com o peróxido do 

óleo, acredita-se que o aumento de sua concentração será diretamente proporcional 

ao aumento de luz. Foi realizado, então, um ensaio mantendo o meio reacional padrão 

com tampão Tris, luminol e o óleo ozonizado, e variou-se a concentração da Tau-NHCl 

(Figura 31). A Figura 32 mostra o perfil cinético conforme variou-se a concentração da 

Tau-NHCl.  

Pode-se observar que a resposta do sistema é muito baixa quando não há Tau-

NHCl para que a reação ocorra, e o aumento de luz é proporcional ao aumento da 

concentração da Tau-NHCl. A reação ocorreu de maneira mais lenta do que com a 

utilização do HRP, e o pico de luz foi obtido após 20 minutos de reação. Os resultados 

demonstraram que a concentração da Tau-NHCl tem influência no resultado da 
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emissão de luz, e conforme aumenta-se sua concentração, aumenta-se também a 

emissão de luz pelo sistema. Este resultado demonstra que a Tau-NHCl é um 

reagente promissor para o estudo quimiluminescente do óleo ozonizado. 

Figura 31: Correlação entre a emissão de luz e a concentração de Tau-NHCl. Concentrações finais: 

[tampão tris]= 50,0 mmol L-1, [luminol]= 0,5 mmol L-1, [óleo]= 5,5 mg mL-1. Letras diferentes 

representam médias dos grupos estatisticamente diferentes (P<0,05) 
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Tabela 13: ANOVA, correlação entre a emissão de luz e a concentração de Tau-NHCl 

Fonte de Variação SS DF MS F (DFn, DFd) P value 
Entre Grupos 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   
Total 5,67e+011 9    
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Figura 32: Perfil cinético de emissão de luz para a reação com a Tau-NHCl. Concentrações finais: [tampão 

tris]= 50,0 mmol L-1, [luminol]= 0,5 mmol L-1, [óleo]= 5,5 mg mL-1 
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5.5.5.3 Estudo sistema reacional Tau-NHCl-luminol-óleo 

Foi realizada uma análise controle para demonstrar a influência de cada 

reagente na emissão de luz. Isto se faz necessário, uma vez que tanto o óleo 

ozonizado como a Tau-NHCl são oxidantes e poderiam sozinhos serem responsáveis 

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

emissão de luz pelo sistema óleo + luminol ou Tau-NHCl + luminol, houve um aumento 

de 100 vezes para o sistema com todos os componentes presentes. 
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Figura 33: Correlação entre a emissão de luz e a presença da Tau-NHCl e do óleo ozonizado. A= luminol 

0,5 mmol L-1 e óleo ozonizado 5,7 mg mL-1, B= Tau-NHCl 2,0 mmol L-1 e luminol 0,5 mmol L-1, C= Tau-

NHCl 2,0 mmol L-1, luminol 0,50 mmol L-1 e óleo ozonizado 5,7 mg mL-1. Letras diferentes representam 

médias dos grupos estatisticamente diferentes (P<0,05) 
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Tabela 14: ANOVA, correlação entre a emissão de luz e a presença da Tau-NHCl e do óleo ozonizado 

Fonte de Variação SS DF MS F (DFn, DFd) P value 
Entre Grupos 2,55e+017 2 1,27e+017 F (2, 3) = 1449 P<0,0001 
Dentro do Grupo 2,64e+014 3 8,80e+013   
Total 2,55e+017 5    

 

5.5.5.4 Estudo da Variação da Concentração do Óleo 

Tendo identificado os melhores parâmetros para a utilização da Tau-NHCl 

juntamente com o luminol, procedeu-se ao estudo do comportamento da emissão de 

luz de acordo com a concentração do óleo. O óleo escolhido para este estudo foi o 

óleo ozonizado por 60 minutos. Variou-se a concentração do óleo, e foi realizado um 

experimento sem óleo para controle. A Figura 34 mostra a emissão de luz de acordo 

com a concentração do óleo, e pode-se observar o aumento da emissão de luz. O que 

demonstra que em uma maior concentração de óleo existe mais peróxidos disponíveis 

para que a reação ocorra, aumentando a emissão de luz. No perfil cinético da reação 

(Figura 35) pode-se observar o pico da emissão de luz após 10 minutos de reação, e 

a saturação ocorre após esse período.  
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Figura 34: Correlação entre a emissão de luz e a concentração do óleo ozonizado para a reação 

com a Tau-NHCl. Concentrações finais: [tampão tris]= 50,0 mmol L-1 , [luminol]= 0,5 mmol L-1, 

[Tau-NHCl]= 1,8 mmol L-1. Letras diferentes representam médias dos grupos estatisticamente 

diferentes (P<0,05) 
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Tabela 15: ANOVA, correlação entre a emissão de luz e a concentração do óleo ozonizado para a reação 

com a Tau-NHCl 

Fonte de Variação SS DF MS F (DFn, DFd) P value 
Entre Grupos 2,83e+016 4 7,08e+015 F (4, 10) = 632,3 P<0,0001 
Dentro do Grupo 1,12e+014 10 1,12e+013   
Total 2,84e+016 14    

 

Figura 35: Perfil cinético de emissão de luz de acordo com a concentração de óleo ozonizado para a reação 

com a Tau-NHCl. Concentrações finais: [tampão tris]= 50,0 mmol L-1, [luminol]= 0,5 mmol L-1, [Tau-

NHCl]= 1,8 mmol L-1 
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5.5.5.5 Estudo do sistema otimizado 

Com o método otimizado, prosseguiu-se à uma nova ozonização do óleo pelos 

tempos pré-determinados (10, 30, 60 e 120 minutos) e realizou-se nova análise 
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quimiluminescente, com os resultados normalizados (Figura 37). O perfil cinético de 

luminescência do sistema pode ser verificado na Figura 36, e demonstra um pico de 

emissão de luz após 10 minutos de reação, e posterior decaimento da luz, como 

verificado nos sistemas anteriores. 

Ainda que a utilização da Tau-NHCl tenha demonstrado boa perspectiva como 

sonda quimiluminescente, observa-se, novamente, um decréscimo no resultado para 

o óleo ozonizado por tempos maiores. É provável que este resultado seja, também, 

em decorrência das alterações na cadeia do óleo após a ozonólise.  

Figura 36: Perfil cinético de emissão de luz de acordo com o tempo de ozonólise para a reação com a Tau-

NHCl. Concentrações finais: [tampão ris]= 50,0 mmol L-1, [luminol]= 0,5 mmol L-1, [Tau-NHCl]= 1,8 mmol 

L-1, [óleo não ozonizado]= 5,4 mg ml-1, [óleo 10 minutos]= 5,9 mg ml-1, [óleo 30 minutos]= 5,6 mg ml-1, [óleo 

60 minutos]= 5,1 mg ml-1, [óleo 120 minutos]= 5,7 mg ml-1 
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Figura 37: Correlação entre a emissão de luz e o tempo de ozonólise para a reação com a Tau-NHCl. 

Concentrações finais: [tampão tris]= 50,0 mmol L-1 , [luminol]= 0,5 mmol L-1, [Tau-NHCl]= 1,8 

mmol L-1 , [óleo não ozonizado]= 5,4 mg ml-1, [óleo 10 minutos]= 5,9 mg ml-1, [óleo 30 minutos]= 5,6 

mg ml-1, [óleo 60 minutos]= 5,1 mg ml-1, [óleo 120 minutos]= 5,7 mg ml-1. Letras diferentes 

representam médias dos grupos estatisticamente diferentes (P<0,05) 
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Tabela 16: ANOVA, correlação entre a emissão de luz e o tempo de ozonólise para a reação com a Tau-

NHCl 

Fonte de Variação SS DF MS F (DFn, DFd) P value 
Entre Grupos 1,31 4 0,33 F (4, 9) = 119,2 P<0,0001 
Dentro do Grupo 0,02 9 0,003   
Total 1,33 13    

 

6 CONCLUSÕES 

A partir dos resultados já obtidos na caracterização dos óleos, se pode concluir 

que a ozonização do óleo de gergelim alterou a estrutura da cadeia do óleo, gerando 

compostos peroxídicos e ozonídeos como demonstrado pelas análises de Índice de 

Peróxidos, FT-IR e análises térmicas. 

Os resultados obtidos por quimiluminescência do óleo ozonizado 

demonstraram que existem compostos peroxídicos passíveis de oxidação pelo 

luminol. A técnica apresentou potencial como método alternativo para a determinação 

do poder oxidante dos óleos ozonizados, observado a partir da correlação encontrada 

entre a emissão de quimiluminescência e a concentração do óleo ozonizado. 

Entretanto, o aumento excessivo da ozonólise provocou uma diminuição da 

emissão de quimiluminescência, possivelmente relacionada com o aumento da 
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viscosidade do óleo, que dificulta a interação destes peróxidos com os compostos 

estudados (HRP e Tau-NHCl). 
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