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“Um dia descobri que voar alto ndo é apenas

importante, é fundamental !!!”

Martin Luther King
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RESUMO/ ABSTRACT

RESUMO

Os 6leos de girassol, linhaca e baru foram escolhidos como material de
partida para a obtencdo de ozonideos, através de reacdes de ozondlise. Os
ozonideos e 0os compostos peroxidicos formados nas reacdes de ozondlise em
Oleos vegetais sdo responsaveis pela atividade antimicrobiana e propriedades
de regeneracdo e reparo do tecido, apresentando um grande interesse
farmacéutico para o tratamento de patologias dermatolégicas, como infecgdes
de pele, Ulceras e feridas crbnicas. Na reacdo de ozondlise realizada em
presenca de 4&gua, pode-se obter um oleogel, transparente e viscoso
(BR1020130001937, patente depositada em 28/12/2012). Os Oleos vegetais
ozonizados e o oleogel foram caracterizados através de técnicas analiticas
como indices de acidez (lA), iodo (ll) e perdxido (IP), incluindo estudos de
analise térmica. Os produtos foram testados sobre 6 cepas bacterianas,
incluindo cepas clinicas resistentes isoladas no Hospital Universitario - UFMS.
O oleogel em especial, mostrou atividade sobre os microorganismos testados,
incluindo as cepas clinicas resistentes, Enterococcus feacalis e Staphylococcus

aureus.

Palavras chaves: Ozonideos, 6leos ozonizados, reacdo de ozondlise e

atividade antimicrobiana.

Sintese, caracterizacdo e avaliacao da atividade biolégica de ozonideos
a partir de oleos vegetais



RESUMO/ ABSTRACT

ABSTRACT

The oils of sunflower, linseed and baru were chosen as starting material
to obtain ozonides via ozonolysis reactions. The ozonides and the compounds
peroxidic formed in the ozonolysis reactions of vegetable oils are responsible
for antimicrobial activity and properties of regeneration and tissue repair, with a
great pharmaceutical interest for the treatment of dermatological diseases such
as skin infections, ulcers and chronic wounds. In the ozonolysis reaction carried
out in the presence of water, was obtained an oleogel, transparent and viscous
(BR1020130001937, patent filed on 28/12/2012). The ozonized vegetable oil
and oleogel were characterized by analytic techniques such as acidity (Al),
iodine (II) and peroxide (IP) values, including thermal analysis studies. The
products were tested on six strains of bacteria, including resistant clinical strains
isolated at the University Hospital - UFMS. The oleogel in particular, has shown
activity against microorganisms tested, including clinical strains resistant

Enterococcus feacalis and Staphylococcus aureus.

KeyWords: Ozonides, ozonated oils, ozonolysis reaction and antimicrobial
activity.

Sintese, caracterizacdo e avaliacao da atividade biolégica de ozonideos
a partir de oleos vegetais



1. Introducao

1. INTRODUCAO

Os acidos graxos sdo moléculas encontradas naturalmente na forma
esterificada com o glicerol. Estas moléculas sao os principais constituintes dos
6leos e gorduras. A exploracao industrial dos éleos e gorduras, tanto para os
alimentos e produtos oleoquimicos, baseia-se na modificagcdo quimica dos
grupos carbonila (C=0) e das cadeias insaturadas (C=C) presentes nos acidos
graxos (Figura 1). A cadeia alquilica do &acido graxo é susceptivel a oxidagao
nas ligacdes duplas carbono-carbono. A oxidacao dessas ligacoes é utilizada

para clivar cadeias alquilicas ou para introduzir funcionalidade adicional ao
longo da cadeia (SHARIDI, 2005).

1.24
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Figura 1: Sitios para modificagdo quimica na molécula de triaciglicerol - grupos

carbonila (C=0) e das cadeias insaturadas (C=C).

Sintese, caracterizacdo e avaliacao da atividade bioldgica de ozonideos
a partir de oleos vegetais



1. Introducao

Um importante exemplo que tem sido descrito na literatura envolve
oxidagao de ligagdes duplas utilizando reagdes de ozondlise, um método muito
efetivo, no qual o ozbdnio reage completamente com o material de partida
(PRYDE, 1960).

Os produtos da reacdo de ozondlise podem ou nao conter oxigénio
ativo, ou seja, grupos funcionais peroxidicos no qual sdo capazes de oxidar o
ion iodeto a iodo (BAILEY, 1978). O ozdnio reage com as ligagdes duplas dos
acidos graxos presentes nos 6leos vegetais, formando ozonideos e compostos
peroxidicos responsaveis pela atividade antimicrobiana e propriedades
estimulantes de regeneracao e reparo do tecido (ZANARDI et al., 2008).

As propriedades antimicrobianas de derivados do o0z6nio como o0s
6leos vegetais ozonizados representam grande interesse farmacéutico para o
tratamento de patologias dermatologicas, como infeccoes de pele, Ulceras,
feridas crbnicas, entre outras (VALACCHI et al., 2005).

A pele é o maior érgao do corpo, indispensavel para a vida humana e
fundamental para o perfeito funcionamento fisiologico do organismo. Como
qualquer outro érgao, fatores patolégicos podem causar o desenvolvimento de
alteracdes na sua constituicdo como, por exemplo, as Ulceras de pele, podendo
levar a sua incapacidade funcional (MORAIS et al., 2008).

1.1. Feridas cronicas e ulceras de pele

Acredita-se que cerca de 3% da populacdo brasileira é portadora de
feridas crénicas nos membros inferiores e que aproximadamente 4 milhdes de
pessoas sejam portadoras de lesdes cronicas ou tenham algum tipo de
complicacao no processo de cicatrizacao (OLIVEIRA, 2007; MANDELBAUM et
al, 2003 b). No Brasil, as feridas acometem grande parte da populacéo,
constituindo assim, um sério problema de saude publica. Embora sejam
escassos 0s registros de atendimentos a pacientes portadores de feridas, o
elevado numero de portadores contribui para onerar o gasto publico, além de
interferir na qualidade de vida da populacdo (MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

As feridas comprometem a qualidade de vida de seus portadores,

podendo ocasionar dor, inclusive severa e continua, odor, dificuldade ou

Sintese, caracterizacdo e avaliacao da atividade biolégica de ozonideos
a partir de oleos vegetais



1. Introducao

incapacidade de locomoc¢ao, baixa autoestima, nervosismo, medo, depressao,
isolamento social, dependéncia fisica, alteracdo da autoimagem, entre outras
(OLIVEIRA, 2007).

De acordo com a sua duracdo, podem ser classificadas em crénicas,
agudas e pés-operatorias. As feridas crénicas sdo de longa duracado ou de
decorréncia frequente, como Ulceras por pressao e Ulceras venosas € arteriais.
As feridas agudas sao as do tipo traumaticas, como cortes, abrasdes,
queimaduras, entre outras. Essas lesbes geralmente respondem rapido ao
tratamento e cicatrizam sem complicacbes. As feridas pos-operatérias sao
causadas intencionalmente, podendo cicatrizar por primeira intencédo, caso as
bordas sejam mantidas préximas, ou por segunda intencdo caso necessitem,
por exemplo, de drenagem de material (OLIVEIRA, 2007).

As feridas podem ter diversas causas, como trauma (mecanico, fisico e
quimico), intencional (cirurgias), isquemia (Ulcera arterial de membros
inferiores) e pressao (Ulceras de decubito) (MANDELBAUM et al., 2003 a).

Entre os diversos tipos de lesdes, as mais freqientemente encontradas
nos servicos da rede basica de saude sdo as Ulceras venosas, as arteriais, as
hipertensivas, as de pressdao e as neurotréficas, comuns em algumas
patologias que acometem o sistema nervoso periférico, como a hanseniase, 0
alcoolismo e o diabetes Mellitus (MINISTERIO DA SAUDE, 2002).

Cerca de 6% das internacdes hospitalares relacionadas aos diabéticos
sdo em consequéncia de ulceras nos membros inferiores. A Ulcera € uma das
complicagdes mais devastadoras do Diabetes Mellitus, sendo responséavel por
50 a 70% das amputagdes nao traumaticas, além de concorrer por 50% das
internacdes hospitalares (TOSCANO & MENGUE, 2004).

Os custos dos tratamentos de patologias relacionadas a deficiéncia no
processo de cicatrizacdo aumentam a importancia dos estudos em busca de
medicamentos e curativos capazes de interagir com o tecido lesado, tendo por
objetivo acelerar o processo de cicatrizacdo (MENDONCA & COUTINHO-
NETTO, 2009).

A cicatrizacdo de feridas € um processo complexo que envolve a
organizacao de células, sinais quimicos e matriz extracelular com o objetivo de
reparar o tecido lesado (MENDONCA & COUTINHO-NETTO, 2009). Diferentes

Sintese, caracterizacdo e avaliacao da atividade bioldgica de ozonideos
a partir de oleos vegetais



1. Introducao

classificacoes didaticas sao utilizadas para facilitar o entendimento do
processo. Alguns autores discorrem sobre cinco fases: coagulacao, inflamacao,
reconstrucdo ou proliferacdo, epitelizacgdo e maturacdo ou remodelacéo
(MANDELBAUM et al., 2003 a).

A fase de coagulacdo inicia imediatamente apés o surgimento da
ferida, depende da atividade plaquetaria e da cascata de coagulacdo. Ocorre
uma complexa liberacdo de substancias vasoativas, proteinas adesivas, fatores
decrescimento e proteases (MANDELBAUM et al., 2003a).

Intimamente ligada a fase anterior, a fase inflamatéria depende, além
de inumeros mediadores quimicos, das células inflamatérias, como os
leucécitos polimorfonucleares (PMN) responsaveis pela fagocitose das
bactérias e os macréfagos (MANDELBAUM et al., 2003 a). O macréfago € a
principal célula do processo de reparo tecidual, responsavel pela degradacéao e
remocao de componentes do tecido conjuntivo danificado, como colageno,
elastina e proteoglicanas (MENDONCA & COUTINHO-NETTO, 2009). Além
dessas fungodes, as células inflamatérias produzem fatores de crescimento, que
preparam a ferida para a fase proliferativa, fase em que os fibroblastos e
células endoteliais também serdo recrutados (SINGER & CLARK, 1999).

Dividida em trés subfases, a proliferacdo é responsavel pelo
"fechamento” da les&o propriamente dita. A primeira das subfases da
proliferacdo é a re-epitelizacdo, onde ocorre a movimentacao das células
epiteliais oriundas tanto da margem como de apéndices epidérmicos
localizados no centro da lesdo; os fibroblastos produzem a nova matriz
extracelular necessaria ao crescimento celular enquanto 0s novos vasos
sanguineos carreiam oxigénio e nutrientes necessarios ao metabolismo celular
local (MENDONCA & COUTINHO-NETTO, 2009; SINGER & CLARK, 1999).
Segundo Hinman & Maibach (1963) as feridas superficiais abertas e
ressecadas re-epitelizam mais lentamente do que as ocluidas e, portanto,
aumentam ou dificultam o processo de cicatrizagao.

A segunda fase da proliferacdo inclui a fibroplasia e formacédo da
matriz, que € extremamente importante na formacao do tecido de granulacédo
(elementos celulares, incluindo fibroblastos, células inflamatérias e

componentes neovasculares e da matriz, como a fibronectina, as
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glicosaminoglicanos e o colageno). A formacdo do tecido de granulacao
depende do fibroblasto, célula produtora de colageno, elastina, fibronectina,
glicosaminoglicanos e proteases, estas responsaveis pelo desbridamento e
remodelamento fisiolégico (MANDELBAUM et al., 2003a).

A Ultima fase da proliferacdo € a angiogénese, etapa fundamental do
processo de cicatrizacdo, na qual novos vasos sanguineos sao formados a
partir de vasos pré-existentes. Os novos vasos participam da formacao do
tecido de granulagao provisorio e supre de nutrientes e de oxigénio o tecido em
crescimento (FOLKMAN & SHING, 1992; MENDONCA & COUTINHO-NETTO,
2009).

A epitelizacao constitui a etapa que levara ao fechamento superficial da
ferida, por meio da multiplicacdo das células epiteliais da borda (MINISTERIO
DA SAUDE, 2002).

A Ultima das fases da cicatrizagdo, a remodelacdo, dura meses e é
responsavel pelo aumento da forga de tensao e pela diminuicdo do tamanho da
cicatriz e do eritema (MANDELBAUM et al., 2003 a). Nessa fase do processo
de cicatrizacdo o corre uma tentativa de recuperacdo da estrutura tecidual
normal. Essa fase é marcada por maturagdo dos elementos e alteracbes na
matriz extracelular, ocorrendo o0 deposito de proteoglicanas e colageno
(MENDONCA & COUTINHO-NETTO, 2009).

O surgimento de infeccao é um dos principais fatores que influenciam o
processo de cicatrizacdo. A infeccdo prolonga o estagio inflamatério da
cicatrizacdo, pois as células precisam combater grande numero de bactérias,
além de inibir também a capacidade dos fibroblastos de produzir colageno
(MANDELBAUM et al., 2003a).

1.2. Os acidos graxos e os oleos vegetais

Os acidos graxos podem ocorrer na natureza como substancias livres
ou esterificadas. A maior parte dos acidos graxos naturais encontra-se
esterificada no glicerol formando os triacliglicerdis (TGs), componentes dos
Oleos e gorduras. Os dleos s&o misturas relativamente complexas de TGs e,
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sao os lipidios mais amplamente distribuidos na natureza (VIANNI & BRAZ-
FILHO, 1996).

Os 6leos sao insoluveis em agua, soluveis em solventes organicos e
liqguidos a temperatura ambiente (20 °C), enquanto as gorduras sao soélidas a
mesma temperatura (GIOIELLE, 1996). Essa diferencga entre 6leos (liquidos) e
gorduras (sélidas), a temperatura ambiente, reside na proporcdo de grupos
acila saturados e insaturados presentes nas cadeias graxas dos TGs
(SHARIDI, 2005).

Com raras excecoes, 0s acidos graxos sao acidos monocarboxilicos de
cadeia alifatica com numero par de atomos de carbono. A maioria possui
cadeias de 4 a 22 carbonos, sendo a cadeia de 18 carbonos a mais comum. Os
que ocorrem naturalmente partilham uma biossintese em comum, onde a
cadeia é construida a partir de unidade de acetato (2 atomos de carbono) e as
ligagbes duplas cis sdo inseridas pela enzima dessaturase em posi¢coes
especificas em relagdo ao grupo carbonila (SHARIDI, 2005).

Os acidos graxos representam cerca de 95% da massa molecular dos
TGs. As propriedades fisicas, quimicas e nutricionais dos éleos dependem da
natureza, do numero de atomos de carbono e posicdo dos grupos acila
saturados e insaturados presentes na molécula do TGs (VIANNI & BRAZ-
FILHO, 1996).

Nos acidos graxos saturados, os atomos de carbono estdo ligados
entre si por ligacées simples (ligacées o) e nos acidos graxos insaturados por
ligacbes simples e duplas (ligagdes ). Na maioria dos acidos graxos
insaturados, as ligacées duplas estdo localizadas na cadeia de forma nao
conjugada (sistema 1,4 diénico), frequentemente separadas por um grupo
metileno (a-CHy), apresentando configuracao espacial do tipo cis = Z (VIANNI
& BRAZ-FILHO, 1996).

A configuragéo cis pode ser convertida no isémero trans durante o
processo de rancidez oxidativa e nas reagdes de hidrogenacgao catalitica na
presenca de niquel ou outro metal catalitico, geralmente empregada em
processos de hidrogenacdo parcial. O aquecimento prolongado de Oleos

vegetais em temperaturas elevadas também induz a formacao de isbmeros dos
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acidos graxos polinsaturados (VIANNI & BRAZ-FILHO, 1995; MOREIRA et al.,
2002).

No sistema de nomenclatura oficial da IUPAC, o numero de 4tomos de
carbono ¢é indicado por um prefixo grego. Os acidos laurico, miristico, palmitico,
estearico, araquidico e behénico, possuem 12, 14, 16, 18, 20 e 22 atomos de
carbonos, respectivamente e sdo designados pelos prefixos dodeca-,
tetradeca-, hexadeca-, octadeca-, eicosa- e docosa-. Os &cidos graxos
saturados tém sufixo anodico, e os insaturados tem sufixo endico. A posicao da
ligacao dupla na cadeia carbénica é definida por numero arabico, atribuindo-se
1 ao carbono da carbonila. O acido linoléico, € denominado oficialmente por
acido 9 (2),12 (Z) -octadecadiendico (VIANNI & BRAZ-FILHO, 1996). A tabela 1
apresenta a férmula molecular e a nomenclatura de alguns acidos graxos

saturados e insaturados.

Tabela 1: Formula molecular e nomenclatura de alguns acidos graxos.

Simbolo®  Formula Molecular Nome sistematico / comum

Acidos Graxos Saturados

12:0 CHa(CHy);oCOOH dodecanoico / Laurico
14:0 CHz(CHy)12CO0H tetradecanoico / Miristico
16:0 CHj3(CHy)14,CO0H hexadecanoico / Palmitico
18:0 CHz(CHy);6COOH octadecanoico / Estearico
20:0 CHj(CH,)1gCOOH eicosandico / Araquidico
22:0 CHz(CHz)2oCOOH docosanoico / Behénico
Acidos Graxos Insaturados
18:1 CHj3(CH,)7CH=CH(CH,);COOH 9(Z)-octadecendico / Oléico
182 CHg(CH,)-(CH=CHCH)»(CH,)sCOOH 9(Z),12(Z)-octadecanodiendico
/ Linoléico
18:3 CH3;CH,(CH=CHCH)3(CH,)cCOOF 9(2)12(2)15(2)
octadecatriendico/ Linolénico
20:4 CH3(CH2)4(CH=CHCH 2)4(CH,)2COOH OB

icosatetraendico / Araquiddnico

(a) Numero de atomos de carbono: nimero de ligagdes duplas
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A estrutura de um acido graxo pode também ser indicada mediante
uma notacgdo simplificada, na qual se escreve o numero de 4tomos de carbono
seguido de dois pontos e depois um numero que indica quantas ligacdes
duplas estdao presentes na molécula. O linoléico, nesse caso, seria
representado por 18:2 ou C18:2 (SHARIDI, 2005; VIANNI e BRAZ-FILHO,
1996).

A posicao das ligacdes duplas pode ser indicada de varias formas:
definindo a posicédo e a configuracéo, ou localizando as posi¢cdes das ligacdes
duplas relativas aos grupos metila e carbonila nas extremidades da cadeia. A
posicdo da ligacdao dupla relativa ao grupo metila terminal pode ser
representada por n-x ou w-X, onde x € o numero de atomos de carbono a partir
do grupo metila. A posi¢ao da primeira ligacao dupla a partir do grupo carbonila
€ designada Ax (SHARIDI, 2005).

Os acidos graxos mais abundantes na natureza possuem 16 ou 18
atomos de carbono, estao entre eles os acidos palmitico, estearico, linoléico e
oléico. O acido oléico constitui em alguns casos mais da metade da
composicao total de muitos 6leos e gorduras (VIANNI e BRAZ-FILHO, 1996). A
tabela 2 apresenta a composicdo em acidos graxos de diferentes Oleos

vegetais.

Tabela 2: Composicao (%) de acidos graxos em diferentes 6leos vegetais.

Composicao em acidos graxos (%)

Palmitico Esteérico Oléico Linoléico  Linolénico
C16:0 C18:0 C18:1 c18:2 C18:3
Oliva? 10 2 78 7 1
Baru® 7,6 5.4 50,4 28,0
Soja? 11 4 22 53 8
Milho? 13 3 31 52 1
Algodao?® 27 2 18 51 <1
Girassol’ 5-8 25-7,0 13-40 40 - 74 <0,3
Gergelim? 9 6 41 43
Linhaga® 6 6 18 15 53

(a) SHARIDI, 2005 (b) AOCS, 1997 (c) SHARMA & KUNDU, 2006 (d) TAKEMOTO et al, 2001.
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Girassol (Helianthus annuus L.), uma das espécies de sementes
oleaginosas mais antigas na América do Norte, pertence a familia Asteraceae e
ao @género Helianthus. O 6leo de girassol € caracterizado pela alta
concentracao de acido linoléico (48-74%), seguida por acido oléico (14-39%),
sendo que a concentragao de acido linolénico é sempre baixa, em torno de 0,3
%. De acordo com o esperado para éleos com alta concentracdo de acido
linoléico, o principal triacilglicerol € a trilinoleina (36,3%), seguida pela
dilinoleina (29,1%) e a trioleina praticamente inexistente (0,6%) (GUNSTONE,
1994)

De origem asiatica, a linhaca (Linum usitatissimum L.), que pertence a
familia das Linaceas, é uma das herbaceas mais antigas da histéria da
humanidade. Das sementes é extraido o 6leo, que & muito utilizado nas
industrias alimenticias, de tinta e vernizes, além da industria cosmética. Esse
6leo constitui uma das maiores fontes de acido linolénico (18:3) (35 — 60%) e
linoléico (18:2) (14 - 29%) (GUNSTONE, 1994).

O 6leo de linhaca possui uma baixa estabilidade oxidativa, tornando
impropria sua utilizacdo como 6leo comestivel. No entanto a semente de
linhaca € utilizada para melhorar o valor nutricional dos alimentos como fonte
de &cido linolénico (bmega 3). Os acidos linolénico e linoléico sdo precursores
dos demais acidos graxos da familia émega 3 (w-3) e émega 6 (w -6),
respectivamente, e conhecidos como esséncias, pelo fato do organismo
humano nao sintetiza-los, tornando-os indispensaveis, principalmente, pela
ingestdo de alimentos que os contém. O éleo possui coloragdo amarelo-
dourado, marrom ou ambar, e deve ser prensado a frio, pois a temperatura é
uma variavel determinante para acelerar o processo de oxidacdo (LOPES,
2009).

O baru (Dipteryx alata Vog.) € uma arvore do cerrado brasileiro
pertencente a familia Leguminosae. Sua distribuicdo € ampla no Brasil,
abrangendo os estados de Goias, Minas Gerais, Sao Paulo, Tocantins, Mato
Grosso do Sul e Mato Grosso estendendo-se até a costa atlantica do Maranhao
(SANO et al, 2004) Esta espécie produz frutos que contém uma améndoa com
sabor semelhante ao amendoim. O 6éleo extraido desta améndoa possui em

sua composicao 50,4% de acido oléico e 28,9% de &cido linoléico, sendo
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assim, importante matéria-prima para as industrias farmacéuticas e
oleoquimicas (TAKEMOTO, 2001).

Os acidos graxos apresentam trés fungdes principais: sao
componentes estruturais das membranas biolégicas; atuam como precursores
de mensageiros intracelulares e sdo oxidados gerando energia, na forma de
adenosina trifosfato (ATP). Existem diversos tipos de acidos graxos, mas se
tratando de tratamento de feridas, o acido linoléico e o acido linolénico séo os
mais importantes, pois ndo sao sintetizados pelos mamiferos, sendo assim
chamados de acidos graxos essenciais (AGE) (FERREIRA et al., 2012).

Os acidos graxos essenciais, o linoléico (w-6 ou n-6) e linolénico (w-
3ou n-3) sdo de extrema importancia as para fungbes celulares normais, e
atuam como precursores para a sintese de acidos graxos polinsaturados de
cadeia longa como os acidos araquidénicos (AA), eicosapentaendico (EPA) e
docosa-hexaendico (DHA), que fazem parte de numerosas funcdes celulares
como a manutengdo da integridade e fluidez das membranas, atividade das
enzimas de membrana e sintese de eicosandides como as prostaglandinas,
leucotrienos e tromboxanos (MOREIRA et al, 2002). Essas moléculas séo
importantes no processo de cicatrizacao de feridas, eles possuem capacidade
de modificar reacdes inflamatérias e imunoldgicas, alterando fungdes
leucocitarias e acelerando o processo de granulacao tecidual (MANHEZI et al.,
2008).

O acido linoléico exerce um importante papel quimiotaxico para
macréfagos, sendo fundamental na expressdo de componentes do sistema
fibrinolitico (regulacdo da producdo de colagenase); favorece o desbridamento
autolitico no leito da ferida por contribuir com a producao de metaloproteinas,
induzindo a granulagdo e podendo acelerar o processo de cicatrizacao.
Estudos demonstram que o acido linoléico é capaz de inibir o crescimento de
Staphylococcus aureus, alterando as sinteses de proteinas, parede celular,
acidos nucléicos e membranas celulares durante a divisdao (GREENWAY &
DIKE, 1979; MANDELBAUM et al., 2003 b).

O &cido linolénico é importante no transporte de gorduras, favorece a
manutenc¢ao da integridade da barreira de permeabilidade epidérmica e acelera

0S processos cicatriciais. Age como importante agente restaurador tecidual por
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promover quimiotaxia e angiogénese, pela manutencdo do meio Umido e
aceleracao do processo de granulacao tecidual, ainda, protege a pele contra
infeccdes por Staphylococcus aureus e proporciona a nutricdo celular local
MANDELBAUM et al., 2003 b; FERREIRA et al., 2012)

1.3. Oz6nio

O ozbnio é uma molécula simétrica, possui um atomo de oxigénio na
posicao central com carga parcial positiva e dois atomos de oxigénio terminais
com cargas parciais negativas (CLAYDEN, 2007). A Figura 2 apresenta as

estruturas de ressonancia da molécula do oz6nio.

O
8—0,// \\\08 -

Figura 2: Estrutura quimica do oz6nio.

O ozbnio é cerca de cinquenta por cento mais denso que o0 oxigénio,
apresenta-se como um gas incolor e de odor pungente, tem massa molecular
igual a 48 u.m.a, liqguefaz-se a -112°C e possui ponto de congelamento de -
251,4°C (CHIATONNE et al., 2008). O ozbnio possui um alto poder de
oxidacdo, (E°=2,08 V) quando comparado a outros agentes oxidantes como,
por exemplo, H-0, (E°= 1,78V), permitindo que a molécula possa reagir com
uma numerosa classe de compostos (KUNZ et al., 2002).

A molécula do ozbénio age como um dipolo, com propriedades
eletrofilica e nucleofilica. O ozbénio pode reagir com compostos organicos via
oxidacao direta ou com compostos inorganicos em solugdo aquosa, onde o
o0zbnio se decompde em agua a radical hidroxila (KUNZ et al., 2002; KHADRE

et al., 2001). As reacOes via oxidacao direta com o0zbnio molecular sao
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seletivas reagindo apenas com compostos alifaticos insaturados e anéis
aromaticos (KHADRE & YOUSEF, 2001).

Sua armazenagem é impedida pela sua baixa estabilidade, tornando
necessaria sua geracao in situ. Através de descargas elétricas o oxigénio &
dissociado, sendo a formagcdao do ozbnio (Figura 3) consequéncia da
recombinacao de espécies radicalares de oxigénio com moléculas de oxigénio

presentes no sistema (KUNZ et al., 1998).

02 - O.+O.
0O —= O3

Figura 3: Formagéo do ozbnio

Desde a sua descoberta, esse gas despertou grande interesse, sendo
atualmente empregado para as mais diversas finalidades. O o0z6nio (O3z) é um
poderoso agente antimicrobiano, com grande potencial de aplicagdo na
indastria, principalmente alimenticia. A alta reatividade, penetrabilidade,
decomposicdo espontdnea em produtos nao téxicos, como o oxigénio
molecular (O,), por exemplo, faz do ozénio um desinfetante viavel (KIM et al.,
2009) . O ozbnio estd sendo utilizado no tratamento de agua residual para
reuso, no tratamento de efluentes, como agente branqueador de compostos
organicos, na desodorizacdo de ambientes, em lavanderias hospitalares
reduzindo os custos em energia para esterilizacdo, na odontologia e na
medicina, sendo sua pratica conhecida como Ozonioterapia (CHIATONNE et
al., 2008; BOCCI et al., 2009).

A Ozonioterapia é uma técnica médica, reconhecida em varios paises
do mundo (Alemanha, ltalia, Franca, Portugal, Espanha, Cuba, Estados
Unidos, Russia, China e Japao) que utiliza o oz6nio diluido em corrente de
oxigénio puro (O3/O,) como agente terapéutico em grande numero de
patologias. E considerada uma terapia natural, com poucas contra indicagdes e
de efeitos secundarios minimos, se for corretamente realizada (BOCCI, 2005).

O médico alemao Christian Friedrich Schdnbein, durante a Primeira

Guerra Mundial, difundiu o ozbnio no tratamento de feridas em soldados
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alemaes, obtendo excelentes resultados no controle de infeccdes, gangrenas e
cicatrizacdes de feridas infectadas por Clostridium (BOCCI et al., 2009).

O efeito antimicrobiano do ozénio tem sido estudado com uma ampla
variedade de microorganismos, como bactérias gram-positivas e negativas,
esporos e células vegetativas (FETNER& INGOLS, 1956; GUZEL-SEYDIM et
al., 2004; CHIATONNE et al., 2008). Sendo mais efetivo contra células
vegetativas de bactérias do que em esporos ou fungos. Entre as bactérias, as
gram negativas sdo mais sensiveis ao ozbénio do que as gram positivas
(KHADRI et al., 2001). A parede celular das bactérias gram positivas é
constituida por muitas camadas de peptideoglicana, formando uma estrutura
espessa e rigida, em contraste, as paredes celulares de gram negativas
contém somente uma camada fina de peptideoglicana (TORTORA et al, 2005).
Segundo Perez et al, 1995, a N-acetil glucosamina, presente na
peptideoglicana, foi resistente a acdo do 0z6nio, em solugdo aquosa a pH 3 a
7. O que pode explicar, pelo menos em parte, a maior resisténcia de bactérias
gram-positivas em relacao as gram-negativas.

O mecanismo de ag¢ao do ozénio para inativacao das bactérias é um
processo complexo, pois 0 0zdnio oxida varios constituintes celulares como
proteinas, lipidios insaturados e enzimas da membrana celular; peptoglicanos
da parede celular, enzima e acidos nucléicos do citoplasma; além de proteinas
e peptoglicanos da capa dos esporos bacterianos e capsideos virais (KHADRE
& YOUSEF, 2001).

O que diferencia o 0zénio de outros agentes biocidas é seu mecanismo
de destruicdo dos microorganismos (Figura 4). Especificamente, o cloro, atua
por difusdo através da parede celular, agindo sobre os elementos vitais
localizados no interior da célula, como enzimas, proteinas, DNA e RNA. O
ozbnio, por sua vez, age diretamente na parede da célula, causando sua
ruptura e morte em menor tempo de contato, inviabilizando a recuperacao dos
microrganismos apds oxidacdo (SNATURAL TECNOLOGIAS AMBIENTAIS
LTDA, 2011).
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Fonte: http://www.snatural.com.br/Tratamento-Agua-Ozonio.html

Figura 4: Mecanismo de acédo do ozbénio em bactérias. 1- Bactéria; 2- Parede
celular da bactéria sendo atacada pelo Oz6nio; 3- Oxidacao da parede celular;
4, 5 e 6- Ruptura e destruicao da bactéria.

O gas ozbnio pode afetar o sistema respiratério e causar sintomas de
toxidade, como dor de cabeca, tontura, sensag¢do de queimacao na regido dos
olhos, irritacdo da garganta e tosse. No entanto, o ozbnio é toxico para o
sistema pulmonar durante inalagdo prolongada na concentracdo de 0.0002
ug/mL (0.2 ppm) (BOCCI et al, 2009; GUZEL-SEYDIM et al, 2004).Um
individuo pode detectar o cheiro caracteristico do 0z6nio em concentragdes
0,01 a 0,05ppm (CHIATONNE et al., 2008).

1.4. Oleos ozonizados

O ozbnio reage com as ligacoes duplas dos acidos graxos presentes
nos Oleos vegetais formando em especial os ozonideos (anéis 1,2,4-
trioxolanos) e espécies peroxidicas como hidroperéxidos, perdxidos de
hidrogénio, peréxidos poliméricos e outros perdxidos organicos (BAILEY, 1978;
ZANARDI et al., 2008; ALMEIDA et al., 2012).

A reagao de ozondlise € uma das reagdes mais limpas e reprodutiveis
e tem sido muito utilizada na academia e na industria. Isto se deve a facilidade
com que o ozbnio oxida as ligagdes insaturadas (duplas e triplas). Criegee
dedicou sua atencdo ao estudo dos produtos oxigenados provenientes da
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reacdo da ozonodlise e em 1975 propbs o mecanismo da reacao (Figura 5)
(CRIEGEE, 1975).

A etapa inicial da reagcado ocorre via cicloadicdo 1,3 dipolar do 0zbnio
(4s + 2s) a olefina, formando o malozonideo, chamado também de
intermediario de Criegee 1. O malozonideo 1 é muito instavel, possui duas
ligacdes simples O-O, fraca e facil de ser quebrada, pois possui energia de
ligacdo 140 Kj mol™ (CLAYDEN, 2007).

O intermediario 1 se decompbe por uma cicloadicao 1,3 dipolar
reversa, formando o zwitterion 2 e um composto carbonilico 3. Na presenca de
um solvente reativo, o zwitterion interage com o solvente para formar
hidroperoxidos 4 em alto rendimento, desde que a concentracdo do solvente
exceda qualquer outra substancia na qual o zwitterion possa reagir. Na
presenca de um solvente inerte, o zwitterion 2 reage com 0 composto
carbonilico 3 para formar anéis 1,2,4 trioxolanos ou ozonideos 5 como produto
principal e ozonideos poliméricos, se 0 composto carbonilico for um aldeido. Se
o composto carbonilico for uma cetona, menos susceptivel ao ataque
nucleofilico, o zwitterion 2 pode dimerizar-se formando o composto 6 ou

polimerizar-se, levando a perdxidos poliméricos (CRIEGEE, 1975; BAILEY,

1978).
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Figura 5: Mecanismo da reacédo de ozondlise proposto por Criegee.
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1. Introducao

As reagdes quimicas do ozdnio quando borbulhado em um éleo séo
muito complexas. As analises dessas reag¢des informam as mudancgas nos
grupos funcionais que ocorrem no 6leo durante a ozonizagdo, bem como a
identificagdo dos produtos sem anteriores técnicas de separagéo (ZANARDI et
al., 2008).

O entendimento das propriedades fisico-quimicas dos Oleos
ozonizados € muito importante para sua caracterizacdo. Técnicas analiticas,
como os indices de peroxido iodo e acidez, sao geralmente utilizados para
determinar a qualidade dos Oleos vegetais e dos produtos ozonizados
(ZANARDI et al., 2008; BOCCI, 2006; MIRABAL et al, 2003).

Ao contrario de sua instabilidade, a molécula do 0z6nio pode ser
estabilizada como ozonideo ap6s a reacdao na cadeia de acidos graxos
insaturados, se mostrando ideal para o tratamento de feridas cronicas
infectadas (BOCCI, 2002). Os éleos ozonizados, com concentracdao de
peréxido bem definida sao utilizados topicamente para o tratamento de feridas,
infeccdes anaerdbias, herpes, Ulceras, queimaduras, infeccoes causadas por
fungos e Ulceras de decubito (BOCCI, 2005; VELACCHI et al., 2005).

A literatura cientifica relata que os 6leos ozonizados e 0 0zbnio sao
produtos eficazes no tratamento de feridas e na cicatrizacdo de lesdes de dificil
tratamento em pacientes que n&o tiveram sucesso por utilizacdo de
tratamentos tradicionais e medicamentos convencionais que estao disponiveis
no mercado (MARTINEZ - SANCHEZ et al, 2012).

O 6leo de girassol ozonizado (OLEOZON®), desenvolvido pelo Centro
Nacional de Investigacbes Cientificas em Cuba foi o primeiro 6leo vegetal
ozonizado registrado como medicamento com finalidades terapéuticas para uso
tépico e oral. Ensaios toxicolégicos in vivo mostraram que o OLEOZON®, com
indice de perdxido de 506 mg/ml apresentou ICso > 2000 mg/kg de peso
corporal e a aplicacdo dérmica com dose Unica de 2000 mg/kg em ratas, nao
produziu letalidade e os resultados dos testes bioquimicos indicaram que nao
ocorrem eventos téxicos a nivel sistémico (SANCHEZ et al, 1997; PEREZ et al,
2000).

Estudos em modelos de animais mostraram que apds sete dias de

tratamento com azeite de oliva ozonizado foi possivel observar uma diminuicao
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1. Introducao

significativa na area da ferida. As laminas histolégicas, coradas com corante
tricromo de Masson, apds sete dias revelaram aumento na intensidade da
coloracao das fibras de colageno e fibroblastos nas bordas e no leito da ferida,
em comparacao com o grupo Oleo. Os resultados indicaram que o 6éleo
ozonizado age na sintese de colageno e na proliferacéo de fibroblastos durante
a formacgéo do tecido de granulacdo, no recrutamento de células inflamatérias
durante a fase da inflamacao e remodelacéo precoce do tecido de cicatrizacao
de feridas (KIM et al., 2009).

As atividades biologicas dos produtos da reacdo de ozondlise sao
conhecidas ha muito tempo. Patentes publicadas ha aproximadamente 100
anos relatam o emprego terapéutico dos compostos oxigenados obtidos a partir
da reacdo do ozbnio com moléculas organicas. A patente US Pat. N°.925,5009,
aceita em 1909, relata a produg¢do de um novo medicamento para doencas do
sangue e do trato respiratério, a invencao consiste no contato de um agente
oxidante, o o0zdnio, com o hidrocarboneto de um grupo terpénico na auséncia
de agua, o produto resultante € administrado na forma de inalacao (NEEL,
1909).

A primeira patente que relata o processo de ozonizacdo de um ébleo
vegetal foi aceita em 1911 (TWOMBLY, 1911), de acordo com a invencao o
6leo de coco foi ozonizado sem uso de solventes, a uma temperatura superior
a 28 °C, até a saturacdo. O composto pode ser aplicado em tecido humano
com finalidade terapéutica e profilatica, principalmente no tratamento de
infecgbes nasais.

O odleo de girassol ozonizado possui um amplo espectro
antimicrobiano, com atividade inibitéria e letal em bactérias gram-positivas e
gram-negativas. Fungos do género Céndida e protozoarios como Giardia
lamblia (DIAZ et al., 2006).

Considerando as propriedades antimicrobianas dos 06leos vegetais
ozonizados, a literatura de patentes relata a sua utilizagao para o tratamento de
doencas infecciosas como: dermatites, acne, Ulceras, escaras, queimaduras e
outras lesdes de pele (DEVILLEZ, 1984; DEVILLEZ, 1986; TWOMBLY, 1911;
MOLAREDA, 2001); além do tratamento da asma (NEEL, 1909), uso como

laxante e no tratamento infecgdes intestinais, contra microrganismos patégenos
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do intestino (KNOX, 1917), ulceras gastroduodenais (MOLAREDA, 2001) e no
tratamento da infec¢do por Giardia lamblia (MIRABAL, 2002). Recentemente foi
descrito sua utilizagdo para o tratamento de infeccées provocadas por oxiuros,
herpes simples genital, virus do papiloma humano (HPV) e fungos, como
exemplo encontra-se microrganismos do género Candida (MIRABAL, 2003).

Devido a eficacia no tratamento de feridas, ulceras e lesdes de pele, os
Oleos vegetais ozonizados despertaram interesse no grupo de pesquisadores
do Laboratério de Sintese e Transformacdes de Moléculas Organicas da
Universidade Federal de Mato Grosso do Sul (Sintmol-UFMS).

Sintese, caracterizacdo e avaliacao da atividade biolégica de ozonideos
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2. OBJETIVOS

O presente trabalho teve como objetivos:
- Sintetizar ozonideos a partir de 6leos vegetais de diferentes composicdes de
acidos graxos insaturados, com aproveitamento do potencial em producéao de
6leos do Estado de Mato Grosso do Sul;
-Caracterizar os produtos obtidos a partir das reacées de ozondlise, incluindo
estudos de estabilidade térmica.
- Avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos ozonizados produzidos frente a

diversos patdégenos.
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1. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1. ReacoOes de ozonodlise em dleos vegetais

Dentre os 6leos vegetais, os 6leos de girassol, linhaca e baru foram
escolhidos como material de partida para as reacdes de ozondlise neste
trabalho, visando a obtencdo de ozonideos a partir de diferentes cadeias
graxas insaturadas. Esses 6leos podem ser caracterizados pela alta
concentracdo de &cido linoléico, linolénico e oléico (Tabela 2, pagina 8)
(GUNSTONE et al, 1994; TAKEMOTO et al, 2001).

A ozondlise do 6leo de girassol é bem descrita na literatura (DIAZ et al,
2006 a; DIAZ et al 2006 b; DIAZ et al, 2005; SORIANO et al, 2003 a e b;
TELLEZ et al, 2006) e alguns produtos obtidos ja foram patenteados
(MIRABAL, 2003), sendo importante ressaltar que ndo foram encontrados
trabalhos na literatura referente a ozondlise de 6leos de linhaga e baru.

As reagcbes de ozondlise foram realizadas em o&leos de girassol
refinado e 6leos de linhaga e baru obtidos por prensagem a frio com diferentes
tempos reacionais; 6, 12, 24 e 36 horas. Os 6leos ozonizados foram
caracterizados através de analise espectroscopica de IV e RMN de 'H e '*C.

De acordo com o mecanismo proposto por Criegee (Figura 6), o 0z6nio
reage com as ligacdes duplas presentes nos grupos acila insaturados formando
compostos oxigenados, como ozonideos (1,2,4-trioxolanos) ou a-hidréxi-
hidroperoxidos, para as reagdes realizadas em presenca de solvente como a

agua.
1
R><O\02 R, O—OH
R] 5 Rs \_<
4 » OH

Figura 6: Produtos da reacao de ozondlise
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3.1.1. Oleo de girassol

No espectro de RMN de 'H obtido do éleo de girassol antes da reagdo
de ozondlise (Figura 7), os sinais dos prétons olefinicos (-CH=CH-) foram
observados na regiao entre 5,20 — 5,39 ppm. Os sinais em 2,00 ppm e 2,74
ppm correspondem aos prétons dos grupo metileno a a ligacdo dupla (-CHa-
CH=CH-) e do grupo metileno entre as ligacdes duplas (-CH=CH-CH,-CH=CH-
), respectivamente. Os duplos dubletos em 4,10 e 4,26 ppm sao atribuidos aos
hidrogénios do grupos metileno nas posicées sn-1 e 3 da porgcéao glicerol,
esses sinais permanecem nos espectros do 6leo ozonizado, indicando que nao

ocorrem mudancas na porcao glicerol durante a reacéao de ozondlise
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Figura 7: Espectro de RMN de 'H do 6leo de girassol.

O espectro de RMN de '*C (figura 8) apresenta dois sinais (5 = 172
ppm e & = 173 ppm) referentes a carbonos carbonilicos de ésteres; ja os
carbonos sp® correspondentes as insaturacdes dos &cidos graxos foram
identificados como sendo os sinais entre 127 e 130 ppm. Os sinais em 62 e 68

ppm referem-se aos carbonos ligados ao oxigénio da porcéao glicerol, CH, e CH
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respectivamente, e os sinais entre 34 e 22 ppm

carbonos presentes na estrutura.
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Figura 8: Espectro de RMN ' C e DEPT-135 do 6leo de girassol

referem-se aos demais
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Pelo espectro de RMN de 'H do 6leo de girassol ozonizado por 24
horas (Figura 10) € possivel constatar o desaparecimento dos sinais dos
prétons olefinicos entre 5,39-5,20 ppm, quando comparados ao sinal no
espectro do 6leo de girassol antes da reacao de ozondlise (Figura 7), além do
aparecimento de novos sinais correspondentes aos produtos formados na
reacdo. Os ozonideos, ou anéis 1,2,4 trioxolanos, sdo os principais produtos
formados durante a reacdo e mostram sinais com deslocamento quimico
préximo a 5,14 ppm, que podem ser atribuidos aos hidrogénios do anel (Figura
10) e ao aparecimento de sinais em 104 ppm no espectro de '*C. Alguns
autores identificaram a formacao dos ozonideos a partir de 6leo de girassol,
relatando sinais em torno de 5,15 ppm (DIAZ et al., 2006) e 5,17 ppm
(SORIANO et al., 2003 b) no espectro de RMN de 'H. Portanto, o sinal A da
Figura 10, multipleto em 5,14 - 5,10 pertence aos hidrogénios do ozonideo
isolado, como mostrado na Figura 9.

O multipleto em 5,35 - 5,45 ppm (sinal C da Figura 10) pode ser
atribuido aos hidrogénios dos ozonideos formados a partir da reagdo com o
linoleato (cadeia com duas insaturacdes), levando a formacdo de dois
ozonideos (Figura 9) ligados por um grupo metileno (2.12 ppm). Sega et al
(2011), também observou multipletos em 5,25 — 530 e 5,35 — 5,42 ppm
atribuindo-os aos anéis ozonideos formados durante a reagdo de ozondlise
com o linoleato presente no 6leo de gergelim.

Sinal C:

5 Sinal A: 5,35-5,45 ppm
/R 8~514ppm . /o 0—0Q
570\ \C—"ﬂ >< HH H

R o/ \R " O _
O Ro

Figura 9: Ozonideos formados na reagdo de ozonodlise e deslocamentos
quimicos dos hidrogénios no espectro de RMN de 'H.
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Figura 10: Espectro de RMN de 'H do 6leo de girassol ozonizado por 24 h.

O sinal B, Figura 10 (5,21-5,30 ppm) corresponde ao hidrogénio ligado
ao carbono do grupo glicerila (GUILLEN & RUIZ, 2001).

Na reagao com o oleato de glicerila, o 0z6nio cliva a ligagao dupla da
posicao 9, podendo levar a formacao de aldeido de 9 carbonos, o nonanal 7.
De forma similar, na reagéo no linoleato de glicerila, as posi¢cdes 9 e 12 podem
ser clivadas levando a formacdo de hexanal 8 e 1,3 propanodial 9, como

mostrado na Figura 11.

Figura 11: Aldeidos: nonanal 7, hexanal 8 e 1,3 propanodial 9.
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Os aldeidos, com sinal correspondente em 9,72 ppm (Figura 10), séo
formados em baixa concentragcdo como produto secundario da reagdo de
ozondlise. De acordo com o mecanismo da reagao (Figura 5, pagina 15), o
zwitterion reage com os aldeidos para formar anéis 1,2,4 trioxolanos ou
ozonideos, como produto principal.

A Figura 12 mostra o progresso da reacao de ozondlise com o 6leo de
girassol. Observando as expansdes dos espectros das regides entre 1,4 — 6,0
ppm, vemos que o multipleto em 2,00, o tripleto em 2,74 e o multipleto em 5,30
ppm, presentes no Oleo de girassol antes da reacdo, decrescem sua
intensidade com o aumento do tempo reacional até a auséncia dos sinais nos
espectros do 6leo ozonizado por 24 e 36 h.

Apébs a formacdao dos ozonideos, novos sinais aparecem em 1,66 e
2,08 ppm, correspondentes aos hidrogénios dos grupos metileno na posicao a
e entre os anéis.

Na analise dos espectros dos 6leos de girassol em diferentes tempos
de reacéao (Figura 12), observa-se a presenca de um multipleto em 5,5 ppm nos
espectros dos 6leos ozonizados por 6 € 12 h e a auséncia do sinal nos
espectros de 24 e 36 h. Na reacdo com o linoleato, cadeias com duas ligacdes
duplas ndo conjugadas, o 0z6nio reage primeiramente com uma das ligacdes
duplas levando a formacao do ozonideo (Figura 13), deslocando assim o sinal
correspondente aos proténs da dupla ligagdo de 5,3 para 5,5 ppm.

Sega et al (2011), observou no experimento de gHMQC que os prétons
que aparecem em 550 e 5,35 - 5,28 ppm estdo correlacionados com o0s
carbonos em 133-134 e 120-121 ppm, atribuindo assim o sinal em 5,50 ppm
aos compostos derivados da reacao do ozbénio com apenas uma das ligacoes
duplas presentes na cadeia.
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Figura 12: Expansdes dos espectros das regides entre 1,5 - 6,0 ppm para 6leo

de girassol ozonizado em diferentes tempos; a) 0 h, b) 6 h, ¢) 12 h, d) 24 hs, e)
36 h.
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Figura 13: Estrutura quimica do ozonideo formado na reacao de 1 equivalente

de ozbnio com o linoleato de glicerila.

A auséncia dos sinais na regiao entre 130-127 ppm e 0s novos sinais
entre 104 -100 ppm, referentes aos carbonos dos ozonideos, no espectro de
'3C do 6leo ozonizado por 24 h (Figura 14), indicam a reacdo completa do
o0z6nio com as ligagdes duplas carbono-carbono, tornando a cadeia carbdnica

do grupo acila totalmente saturada.
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Figura 14: Espectro de RMN ' C do 6leo de girassol ozonizado por 24 h.
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3.1.2. Oleos de linhaca e baru

A reacdo de ozondlise do 6leo de linhaca obtido por prensagem a frio
foi realizada por 6, 12 e 24 horas. Na tentativa de se obter o 6leo de linhaga
ozonizado por 36 horas, apds 25 horas de reacdo, o produto obtido se torna
altamente viscoso, impedindo que o gas ozé6nio borbulhasse na amostra. E
possivel observar a formagcao de produtos com maior viscosidade conforme o
aumento do tempo de reacao, porém nos 6leos de girassol e baru, as reacoes
foram realizadas sem dificuldade até 36 horas.

Com o desaparecimento das ligagdes duplas, pode ocorrer um
aumento nas interagdes de van der Waals e a formagdo de moléculas mais
impedidas. Especialmente no 6leo de linhaca, onde pode ocorrer a formacao
de 3 anéis trioxolanos ligados entre si por grupos metileno (Figura 15), a partir
dos grupos acila linolénico, abundantes no 6leo de linhaga (53%).

Figura 15: Ozonideos formados a partir do grupo acila linolénico.

Os espectros de RMN "H obtido do 6leo de linhaga (E 8, pagina 72) e
baru (E 14, pagina 75) apresentaram o mesmo padrdo para os espectros de
Oleos vegetais. Com uma diferenca no deslocamento quimico do grupo metila
terminal do grupo acila linolénico em 0,95 ppm e grupo metila terminal dos
demais grupos acila em 0,85 ppm (GUILLEN & RUIZ, 2001).

Os espectros dos 6leos de linhaca e baru ozonizados por 12 horas
(Figura 16) seguem o mesmo padrao de sinais obtidos no 6leo de girassol com
0 mesmo tempo reacional, indicando a formacdo dos ozonideos a partir dos

diferentes 6leos.
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Figura 16: Espectros de RMN 'H para 6leos vegetais ozonizados por 12 h;

a) girassol, b) linhaca, c) baru.
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O sinal em 5,5 ppm atribuidos aos protons olefinicos, foi observado no
espectro de RMN 'H do 6leo de linhaga ozonizado por 24 horas (Figura 17). No
entanto, os sinais sdo ausentes nos espectros dos éleos de girassol e baru
ozonizados por 24 h. O espectro de RMN de 'C apresenta sinais
correspondentes a carbono sp?, quando comparado aos espectros dos 6leos

de girassol e baru, onde os sinais foram ausentes.
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Figura 17: Espectro de RMN 'H e *C do 6leo de linhaca ozonizado por 24 h.
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3.2. Caracterizacao dos 6leos ozonizados

Os estudos das propriedades fisico-quimicas dos Oleos vegetais
ozonizados possuem grande importancia para sua caracterizacdo. Técnicas
analiticas como indice de acidez, iodo e peroxido sao largamente utilizados
para determinacdo da qualidade dos produtos (VALACCHI, et al, 2005,
ZANARDI et al, 2008, MIRABAL et al, 2003)

3.2.1. indice de Acidez (IA) (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2004a).

De acordo com o Regulamento Técnico para Oleos, Gorduras e
Cremes Vegetais, emitido pela ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia
Sanitaria), o valor maximo de acidez permitido para 6leos prensados a frio e
nao refinados é de 4,0 mg KOH g'. Para os 6leos refinados o maximo é de 0,6
mg/KOH g "amostra (ANVISA, 2005).

O dleo de girassol refinado apresentou IA de 0,20 e os valores obtidos
para os Oleos prensados a frio de linhaca e baru foram 0,88 e 0,32,
respectivamente. Pode-se observar um aumento no IA, conforme o tempo de

reacao para todos os 6leos testados (Tabelas 3).

Tabela 3: Valores de indice de Acidez (mg KOH g™) para os 6leos puros e
apos diferentes tempos de reacao.

Oleo de girassol Oleo de Linhaca Oleo de Baru
refinado prensado a frio prensado a frio
Oleo puro 0,20 £ 0,02 0,88 £ 0,04 0,32 £ 0,03
6 h 2,37 £ 0,06 1,72 £ 0,04 1,21 £ 0,09
12 h 1,70 £ 0,05 2,13 £0,08 1,27 £ 0,03
24 h 2,50 + 0,06 4,25 + 0,09 2,47 £ 0,09
36 h 10,66 = 0,02 8,00 £ 0,01

médiat desvio padrao

Como descrito anteriormente, a reacao do 6leo de linhaca foi realizada
até 24 horas de reacao. Entre as amostras ozonizadas por 24 h, o 6leo de
linhaca apresentou maior valor, 4,25 mg KOH g”. O IA mostrou um aumento
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significante apds 24 de reacdo, os valores encontrados para as amostras
ozonizadas por 36 h foram 10,66 para 6leo de girassol e 8,00 para o éleo de
baru.

Os Oleos possuem alta proporcdo de acidos graxos insaturados,
levando a um sistema ozonizado complexo. Acidos podem ser formados
através da decomposicdo dos ozonideos ou formados diretamente durante a
reacao.

Apos 24 horas de reagdo, os espectros de RMN 'H dos 6leos de
girassol (E 5, pagina 71) e baru (E 18, pagina 77), ndo apresentaram sinais de
ligacdes duplas, desde que ndo existam mais duplas, o 0zénio pode reagir com
aldeidos formando acidos carboxilicos (Figura 18).

A formacédo de acidos carboxilicos pode explicar 0 aumento do indice
de acidez nos 6leos ozonizados, no entanto, ndo foram observados sinais de

acidos nos espectros de RMN de 'H e '°C.

- H\

R\)L > R\)Lh e R\/Xk + O
H 0 OH

Figura 18: Mecanismo da reacdo de oxidacdo de aldeidos a acidos
carboxilicos (SANTROCK et al, 1992).

3.2.2. indice de lodo (ll) (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2004b).

O indice de iodo é a medida do numero total de ligacbes duplas
presentes nas amostras de 6leo (EUROPEAN PHARMACOPOQOEIA, 2004b). O
o0zbnio reage com as ligacdes duplas presentes nos 6leos vegetais, levando a
um rapido decréscimo no indice de iodo dos 6leos vegetais ozonizados.

Como esperado, os 6leos de linhaca apresentaram maior indice de
iodo (Il), 175,14 g 100g™", seguido pelos 6leos de girassol (114,15 g 100g™") e
baru (89,47 g 100g™).
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Os valores para os 06leos antes e apds a reacdo de ozondlise sao
mostrados na Tabela 4. Pode-se observar um decréscimo no indice de lodo
para as amostras analisadas, conforme o aumento do tempo de reacao.

O 6leo de baru puro e ozonizado em diferentes tempos apresentaram
valores menores, quando comparado aos obtidos para os outros 6leos, devido
a sua diferenca na composicao de acidos graxos. O 6leo de baru possui em
sua composicao alto teor de acido oléico monoinsaturado e a partir de 24 horas
de reacéo, todas as ligacdes duplas presentes no éleo reagiram com o ozénio,
nao havendo a necessidade de determinacao do indice para a amostra do 6leo
de baru ozonizado por 36 h. No entanto, de acordo com os valores
apresentados e com anélise dos espectros de RMN '°C (E 13, pagina 75), foi
confirmado a presenca de ligagdes duplas restantes apds a reacao no 6leo de
linhaga ozonizado por 24 h.

Tabela 4: Valores de indice de lodo (g de iodeto 100g” de amostra) para os

6leos puros e apos diferentes tempos de reacéao.

Oleo de girassol Oleo de Linhaca Oleo de Baru
refinado prensado a frio prensado a frio
Oleo puro 114,15 +1,53 175,14+ 2,24 89,47 + 0,49
6 hs 86,81 £1,76 147,19 £ 0,50 61,07 £ 2,36
12 hs 39,24 + 0,83 114,33 + 3,18 37,78 +£2,52
24 hs 4,46 + 1,32 44,61 + 3,18 0,71 £1,00
36 hs 049+050 - e

médiat desvio padrao
3.2.3. indice de Peroxido (IP)

A determinacdo da quantidade de per6xido presentes nos Oleos
ozonizados é de fundamental importancia, pois os ozonideos formados sao
responsaveis pela atividade biolégica dessas substancias (DIAZ et al, 2001).

O indice de peréxido € o numero que expressa em miliequivalentes

(mEq) de oxigénio ativo, a quantidade de peroxido presente em 1000 g de

Sintese, caracterizacdo e avaliacao da atividade biolégica de ozonideos
a partir de oleos vegetais
33



3. Resultados e Discusséao

amostra, sendo comumente determinado através de técnicas iodometricas,
devido a habilidade desses compostos em oxidar iodeto a iodo.

Os peréxidos reagem com o iodeto de potassio em presenca de acido
acético liberando iodo. O iodo é titulado com solugao de tiossulfato de sodio de
acordo com a reacgao 3 (Figura 19) (A.O.C.S., 1998).

2Kl +2CH3COOH —> 2Hl+2CHsCOO K+ (1)
ROOH+ 2HI ——> ROH+H,0O+1, (2
|2 +2 8203_2 — 21|+ 8406-2 (3)

Figura 19: Reagbes quimicas para determinagéo do indice de perdxido.

A literatura ndao descreve como 0s ozonideos presentes no 6leo
ozonizado reagem com o iodeto de potassio, para serem quantificados através
do indice de perdxido. Um possivel mecanismo seria a decomposicao do
ozonideo, em hidroperéxido, que podem ser reduzidos de acordo com a reacao
2 (Figura 19) levando a liberagéo de iodo.

No procedimento experimental descrito pela American Oil Chemists’
Society (A.O.C.S.), apds a adicao de iodeto de potassio a amostra é deixada
em repouso por um minuto para a formacao de iodo (A.O.C.S., 1998). Segundo
a literatura, para amostras com alta concentracao de peréxidos, o tempo de um
minuto é insuficiente para que os peroxidos presentes na amostra oxidem o
iodeto a iodo (reagao 2, Figura 19). Os dialquilperdxidos e os perdxidos com
alto peso molecular reagem lentamente com o iodeto. Modificacbes como
temperatura e tempo de reacdo podem ser realizadas com o objetivo de se
obter melhores resultados (TELLEZ et al, 2006; RICHAUD et al, 2006).

O indice de peroxido dos 6leos antes do processo de ozonizacao foi
determinado de acordo com a A.O.C.S. e os valores obtidos encontram-se na
Tabela 5.
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Tabela 5: Valores de indice de peréxido em (mEq Kg ™), para os 6leos puros.

Oleos Indice de peroxido
(MEq Kg )
Girassol 20,06 + 0,02
Linhaca 44,47 + 3,76
Baru 15,58 £ 0,04

Média + desvio padrao

Para melhor determinacdo dos compostos peroxidicos nos 6leos
ozonizados, ap6s a adicdo de iodeto de potassio (KlI), as amostras foram
deixadas em repouso ao abrigo da luz por 4, 8, 16, 24, 30 e 36 horas.

Os valores de IP obtidos de acordo com os métodos oficiais de andlise
foram inferiores aos valores obtidos com maior tempo de reagdo com o iodeto.
Evidenciando que um minuto nao é suficiente para que todo peréxido presente
na amostra possam reagir, liberando iodo. Para os o6leos com diferentes
tempos de ozonizacgdo, € possivel obter um valor maximo para quantificagéo
em 24 horas de reacdo. Para os 6leos de baru ozonizados por 6 horas, o valor
maximo obtido foi em 16 horas de reacao (Tabela 6).

Esperava-se, um alto indice de perdxido para os 6leos de girassol e
linhaga ozonizados, uma vez que esses 6leos sdo altamente insaturados, com
altos valores de indice de iodo (Tabela 4). O 6leo de baru apresentou um
menor indice, quando comparado aos outros 6leos.

Levando em consideracédo, a lenta reagdo do iodeto com peréxidos
como descrito na literatura, a reacao de ozondlise no 6leo de baru leva a
formacao de apenas um anel ozonideo a partir do acido oléico (C18:1),
enquanto nos 6leos de girassol e linhacga, levam a formacao de até 3 anéis por
cadeia graxa, a partir dos &cidos linoleico (C18:2) e linolénico (C18:3). Os
ozonideos formados a partir do acido oleico podem reagir mais rapidamente do
que os ozonideos formados a partir dos acidos linoleico e linolénico.

Apbs a titulagdo, as amostras foram submetidas a analise por RMN 'H
e o0s sinais referentes aos ozonideos foram presentes nos espectros (E 25 e 26,
pagina 81 e E 27, pagina 82), indicando que apenas parte dos compostos

peroxidicos presente no 6leo ozonizado foram quantificados.
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Tabela 6: Valores de indice de peréxido em (mEq Kg ™), para os éleos ozonizados.

Oleo

Girassol

Girassol

Girassol

Girassol

Linhaca

Linhaca

Linhaca

Tempo de

reacao

6 hs

12 hs

24 hs

36 hs

6 hs

12 hs

24 hs

indice de peréxido

Métodos
oficiais de
analise
43,17
+1517,956,7
166,3 =
21,69
174,10 +
18,8
195,49 + 7,6

239,62 *
7,26
295,63 *
25,61
563,15 +
6,93

4 h

836,92 +
24,0
846,27
55,1

877,16 6,5

1490,81 *
48,9

937,85 +
12,7
1202,33 *
20,2
1929,76 *
68,9

8h

921,78 =
67,6
1365,60 +
43,9
870,58 +
33,8
1821,70+
18,7

931,82 +
20,3
124291 +
57,0
2128,07
66,9

16 h

1261,59 *
43,64
1622,42 +
14,2
2067,7 +
25,2
2047,50 =
25,54

1373,08
4,6
1633,30 *
41,9
2082,05 *
34,8

24 h

1794,32 +
28,1
2147,83
43,8
2078,08
44.35
2123,47
21,5

1629,8 +
49,5
1768,96 +
16,39
2016,52 *
58,3

30 h

1600,0 +
13,1
1761,87
55,2
2065,63 +
11,63
2151,49 =
77,5

1517,95 +
31,15
1617,5 +
2,01
1558,64 +
44,3

36 h

1466,3 +
18,7
1672,54 +
86,3
2002,54 *
20,09
2026,86 *
12,81

1406,11 +
12,87
1509,67 +
15,56
1600,01 +
62,1
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Baru

Baru

Baru

Baru

6 hs 99,56 + 0,39

12 hs 112,29 + 3,5
24 hs 157,13+ 0,7
36 hs 240,55 * 3,1

732,41 £2,9

1182,48 +
10,7
1935,26 *
20,7
1526,13
17,5

1056,44 +
17,8
1550,83 +
49,2
2311,93 =
48,6
1727,61 +
11,7

1968,09 *
30,8
2278,03 =
16,1
2465,87
31,7
1774,51
15,2

1948, 26 +
36,2
2324,41 +
28,9
2619,82
11,4
1988,95 +
18,6

1483,47 *
3,4
1603,34 *
42,1
1782,58 *
5,2
1776,84 +
23,8

1426,28 +
39,2
1726,78 +
28,1
1784,88 +
1,7
1754,7 +
26,8
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As duas principais fontes de erros nos ensaios iodometricos sao: (i)
reacao do iodo com as insaturacdes dos acidos graxos e (ii) liberacao de iodo a
partir do iodeto de potassio pela presencga de oxigénio na solucéo a ser titulada.
O oxigénio na solucao da amostra causa a liberagao de iodo a partir do iodeto
de potassio de acordo com a seguinte reacao (Figura 20) (CROWE & WHITE,
2001).

41+0y(a)+4HY — 21L,+2H,0 (1)

Figura 20: Liberagao de iodo a partir de moléculas de oxigénio do ar.

A determinacdo da quantidade de perdéxido presente nos Oleos
ozonizados é de extrema importancia, no entanto os métodos iodometricos
utilizados possuem algumas limitacoes. Os resultados obtidos nas analises nao
foram satisfatorios, pois além de ndo quantificar adequadamente todo o
peroxido, as analises apresentaram altos valores de desvio padrdo. Novas
metodologias para determinacao desse indice serdo testadas, incluindo novas

condi¢cées como tempo e refluxo das amostras.
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3.3. Reacido de Ozonolise em 6leos vegetais e agua - formacao de Oleogel
(INPI: BR1020130001937).

Segundo o mecanismo proposto por Criegee (CRIEGEE, 1975), a
ozondlise em presenca de agua leva a formacao de a-hidroxi-hidroperéxidos e
aldeidos, devido ao ataque nucleofilico da agua ao intermediario de Criegee
(Figura 21).

/ \ ‘ o)
o}
’ )‘\
e +

R R H R H

(’ H H OH
H—O

\

H

Figura 21: Formacao de a-hidroxi-hidroperoxidos e aldeidos.

A reacao de ozondlise do 6leo de girassol em presenca de agua foi
realizada, e o produto obtido a partir dessa reacdao apresentou caracteristica
oleosa, é transparente e possui alta viscosidade, com o aspecto fisico
semelhante a um gel. O produto encontra-se em processo de patenteamento,
com o titulo “Processo para obtencdo de um gel a partir da ozonizagao de
Oleos vegetais”, depositado em 28/12/2012 (INPI: BR1020130001937).

As modificagbes quimicas que ocorreram nos 0leos vegetais antes e
apds o processo de ozonizagdo, na presenga ou auséncia de agua foram
analisadas pelos grupos funcionais presentes nas amostras de 6leo através
dos espectros de infravermelho (V). O espectro do 6leo de girassol antes de
ser submetido ao processo de ozonizacdo apresenta bandas caracteristicas
das ligagdes duplas carbono-carbono em 3006, 1652 cm™ e de carbonila de
éster em 1745 cm™ (E 21, pagina 79). O espectro de IV do 6leo de girassol
ozonizado por 24 horas sem a presenca de agua (Figura 22) apresenta uma
banda caracteristica de deformacdo C-O do ozonideo em 1105 cm™ e auséncia
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das bandas correspondentes a ligacdo dupla C=C. O espectro do 6leo de
girassol ozonizado por 24 horas em presenca de agua (Figura 23) possui uma
banda adicional em 3446 cm™, evidenciando a presenca de grupos hidroxila,
provavelmente devido aos a-hidroxi-hidroperéxidos, bem como a agua livre no

meio reacional.
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Figura 22: Espectro de IV do 6leo de girassol ozonizado por 24 h.
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Figura 23: Espectro de IV do 6leo de girassol ozonizado em presenca de agua

por 24 h.
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Através da andlise do espectro de RMN 'H (Figura 24), foi possivel
confirmar a formacado de a-hidroxi-hidroperéxidos com um singleto em 7.99
ppm (-OOH), formacdo de aldeidos com multipleto em 9.73 ppm (R-COH) e
multipletos em 5,12 e 5, 39 ppm pertencentes aos hidrogénios do anel 1,2,4-
trioxolano ou ozonideos. Nao foram observadas bandas correspondentes a
aldeidos no espectro de Infravermelho, mas os espectros de RMN 'H indicaram
a presenca de aldeido em concentracdo muito baixa.

1.23

—~1.28

.87

2.29

Chlor‘oform

1 L49.74
o +-—7.99
|G

Chemical Shift (ppm)

Figura 24: Espectro de RMN de 'H 6leo de girassol ozonizado em presenca de

agua por 24 h.

Os valores obtidos para indices de iodo, acidez e peroxido para o
produto gelificado encontram-se na Tabela 7.

O indice de iodo para o 6leo de girassol antes o processo de
ozonizacao é de 114,15 (de acordo com certificado limite de anélise 103-116) e
apds o processo de ozonizagao o indice diminui para 7,50. Como o indice de
iodo é a medida do numero total de ligagdes duplas presentes na amostra, ele
indica que aproximadamente todos o0s grupos insaturados reagiram com o

0zbnio, de acordo com o desaparecimento das ligacdes duplas.
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Foi observado aumento dos valores de acidez e perdxido apds o
processo de ozonizagdo. O indice de acidez aumentou de 0,25 mg KOH g
para 39,06 mg KOH g, o que pode ser explicado pela decomposicdo dos
compostos peroxidicos a acidos carboxilicos.

Devido a evidéncias na literatura a respeito da caracterizagdo de
amostras com alto indice de peroxido e da baixa reatividade dos
dialquilperéxidos com o iodeto de potassio, o indice de perdxido foi
determinado utilizando-se dois métodos; o método oficial de analise (Métodos
Oficiais e Praticas Recomendadas pela A.O.C.S.) e através de mudancas
introduzidas no método oficial, onde ap6s a adigdo da solucao de iodeto de
potassio a amostra de 6leo foi mantida sobre refluxo a 60 °C por 2 horas para
que todo o perdoxido pudesse reagir com o iodeto de potassio e ser
quantificado. Apoés a titulacdo, as amostras foram extraidas e secas para serem
analisadas por RMN 'H.

O indice de perdxido determinado pelo método oficial de analise foi de
1.093,39 mEq Kg' amostra, mas o espectro de RMN 'H da mistura titulada
apresentou sinais correspondentes aos hidroxi-hidroperéxidos em 7.99 ppm
(-OOH) e ozonideos em 5.12 e 5. 39 ppm, indicando que apenas parte dos
compostos peroxidicos presentes na amostra foram quantificados. Apds as
duas horas de refluxo, o indice de peroxido determinado foi de 1.933,11 mEq
Kg' e o espectro de RMN 'H obtido ndo apresentou sinais correspondentes
aos compostos peroxidicos (E 28, pagina 82).

Tabela 7: Valores indices de iodo, acidez e perdxido expressos em média da

triplicata = desvio padrao para o produto gelificado.

indicede  indice de Indice de 'SSESZS?

Amostras lodo Acidez peroxido (metodo (método
4 R oficial)

g 100g mg KOH g mEQ Kg” adaptado)

arg mEq Kg™

Oleo de 114,15 +

: 0,25 £ 0,02 39,68 + 2,60 127,28 £ 10,38
girassol 1,53

Oleo 750+299 39,06+0,94 1.093,39+7,24 1.933,11+9,12
0zonizado
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3.3.1. Analise térmica

Foram realizadas analises térmicas por Termogravimetria (TG) e
Calorimetria Diferencial de Varredura, do inglés: DSC. As amostras do produto
gelificado e do 6leo ozonizado por 24 horas sem adicdo de agua foram
avaliadas em atmosferas de nitrogénio e ar sintético, com razdo de
aquecimento de 10 °C/min. A curva TG do 6leo ozonizado (Figura 25) e
produto gelificado (Figura 26) em atmosfera de nitrogénio mostram perdas de
massa em 3 etapas principais. Na curva TG do produto gelificado, a primeira
perda de massa inicia em 70 °C e esta subdividida em mais duas etapas, a
primeira provavelmente é corresponde ao processo de desidratacdo, o que nao
ocorre com 0 0leo ozonizado. Apds 182°C, houve duas perdas principais com
reacdes consecutivas, até 475°C.
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Figura 25: Curvas TG/DTG do 6leo de girassol ozonizado por 24 h, em

atmosfera de No.
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Figura 26: Curvas TG/DTG do produto gelificado, em atmosfera de N,

A curva de analise térmica do produto gelificado em atmosfera de
oxigénio mostra decomposicdo em quatro etapas. O produto gelificado
apresentou estabilidade até 67 °C (Figura 27).
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Figura 27: Curvas TG/DTG do produto gelificado, em atmosfera de ar sintético.
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As andlises por DSC foram realizadas com razdo de aquecimento de
10 °C/min, entre —80 a 100 °C. A curva do produto gelificado (figura 28)
apresentou uma transicao vitrea, caracteristica de materiais poliméricos ou de
substancias com interacdes intermoleculares fortes do tipo ligacbes de
hidrogénio. A transicdo vitrea foi seguida por um pico endotérmico,
correspondente a temperatura de fusdo, com temperatura inicial de -30 °C e
temperatura final de 12°C e calor de fusédo (AH) de 19,78 J/g.

0,2

—— Produto Gelificado

0,1+

0,0

Transigao vitrea

0,1

0,2

Fluxo de Calor (W/g)

0,3

0,4

Temperatura °C

Figura 28: Curva DSC do produto gelificado entre - 80 a 100°C.
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3.4. Avaliacao da Atividade Antimicrobiana

Em 90% dos casos, as infeccoes da pele sdo causadas por
Staphylococcus aureus e Streptococcus pyogenes. A Pseudomonas
aeruginosa e Escherichia coli podem participar como agentes secundarios
(ALVAREZ et al, 1997; SECHI et al 2001). De acordo com a literatura os 6leos
de girassol ozonizados possuem um amplo espectro antimicrobiano com
atividade inibitéria e letal sobre bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
incluindo cepas clinicas resistentes aos antibiéticos (DIAZ et a/ 2001; SECHI et
al, 2001)

Sechi e colaboradores, avaliaram a atividade antimicrobiana do 6leo de
girassol ozonizado (Oleozon®) frente a diversas espécies bacterianas, o
Oleozon® mostrou atividades sobre espécies de Mycobacterium sp.,
Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Enterococcus sp, E coli e P.
aeruginosa. Com valores de MIC de 9,5 mg. mL™ para o E. feacalis ATCC
35038 e S. aureus ATCC 29213 e 4,75 para E. coli ATCC 25922 e P.
aeruginosa ATCC 27858.

O Oleozon®, apresentou efeito bactericida sobre as cepas de S.
aureus ATCC 25923, a uma concentracdo de 89 mg mL". O medicamento
afetou a permeabilidade celular bacteriana, devido a perda do conteudo
intracelular de ions K* e induziu a reducdo do conteldo citoplasmatico das
células de S. aureus (CURTIELLAS, 2008).

Os 6leos de girassol, linhaga, baru e o oleogel obtido das reacbes de
ozondlise foram testados quanto a sua atividade antibacteriana, pelo método
de diluicao em agar (NCCLS, 1993), sobre as bactérias Gram-negativas:
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853), Escherichia coli (ATCC 25922) e
Gram-positivas: Enterococcus feacalis (ATCC 29212 e clinica, resistente a
benzilpenicilina, ampicilina, ciprofloxacina, maxifloxacina, norfloxacina,
eritromicina, clindamicina, teicoplanina e vancomicina) e Staphylococcus
aureus (ATCC 25923 e clinica, resistente a benzilpenicilina, oxacilina,
gentamicina, ciprofloxacina, maxifloxacina, norfloxacina, eritromicina,
clindamicina, rifampicina e sulfametoxazol/trimetropin). Os valores de

Concentragao Inibitéria Minima (MIC) encontram-se na Tabela 8.
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Os 6leos de girassol e baru com 12 horas o0zonizagao nao foram ativos
nas concentracdes testadas. No entanto, o éleo de linhaca de 12 h, apresentou
MIC igual 10 mg mL" para o S. aureus ATCC, clinico resistente e E.coli ATCC.

Em geral, os 6leos ozonizados se mostraram mais ativos frente a
bactérias Gram-positivas E. feacalis (ATCC 29212 e clinica) e S. aureus (ATCC
25923 e clinica). O éleo de linhaca de 24 h foi ativo para todos os
microrganismos Gram-positivos testados com MIC de 5 mg mL" para o E.
feacalis clinico e <3 mg mL™ para o S. aureus clinico.

E importante observar que os 6leos de girassol e linhaca foram mais
ativos que os 6leos de baru ozonizados, o que pode ser relacionado com a alta
quantidade de compostos peroxidicos.

O oleogel foi ativo sobre todos os microorganismos testados, incluindo
a P. aeruginosa com MIC igual a 7 mg mL" e apresentando atividade sobre as
cepas clinicas resistentes, com MIC iguala 7 e<3mgmL" para o E. feacalis
e S. aureus, respectivamente.

Os Oleos vegetais constituem uma matriz para liberagdo de oxigénio
ativo a partir dos ozonideos, composto responsavel pela atividade
antimicrobiana. Conhecendo-se a natureza quimica dos 6leos vegetais,
formados por uma mistura de acidos graxos de cadeias longas esterificadas
nos triacliglicerol, os valores de MIC obtidos para os éleos ozonizados e o
oleogel, apresentam excelentes resultados quando comparados a pureza
quimica dos agentes antimicrobianos conhecidos.
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Tabela 8: Valores de MIC para os 6leos ozonizados e oleogel frente a 6 cepas bacterianas.

Concentracéo Inibitéria Minima — MIC mg ml”

Pseudomonas Enterococcus Enterococcus Staphylococcus Staphylococcus — Escherichia

Oleo Tempo~de aeruginosa feacalis feacalis aureus aureus coli
Reagao ATCC ATCC Cepa clinica ATCC Cepa clinica ATCC
Girassol 12 hs n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Girassol 24 hs n.a. 10 10 n.a. 10 n.a.
Girassol 36 hs n.a. n.a. n.a. 7 7 7
Linhaca 12 hs n.a. n.a. n.a. 10 10 10
Linhaca 24 hs n.a. 5 5 5 <3 10
Baru 12 hs n.a. n.a. n.a. n.a. n.a. n.a.
Baru 24 hs n.a. n.a. n.a. n.a. 7 7
Baru 36 hs n.a. n.a. n.a. 10 10 10
Girassol -
24 hs 7 7 7 <3 <3 <3
Oleogel

n.a.: ndo ativo nas concentragdes testada
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4. PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL
4.1. Materiais e Equipamentos utilizados

Nas reagdes de ozonolise foram utilizados 6leo de girassol refinado da marca
Salada, adquirido em supermercados; 6leos de linhaca e baru extraidos por
prensagem a frio, da Veris Oleos Vegetais (Vinhedos — SP).

Em todas as reacdes de ozonodlise foram utilizados gas oxigénio
medicinal e nitrogénio da White Martins.

O ozbnio foi produzido a partir de oxigénio medicinal através de um
gerador de bancada da marca Philozon, com fluxo de entrada de oxigénio de

1L/min, com concentragdo de oz6nio de 60 pug/mL, selecionada no display do

equipamento (Figura 29).

Figura 29: Produgao ozdnio para reagao de ozondlise em éleos vegetais.
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Os solventes utilizados foram de grau P.A, das marcas Vetec,
Dindmica, Merck, Quimex e Synth. Os reagentes utilizados foram das marcas
Sigma-Aldrich, Merk e Vetec.

As massas de todos reagentes e amostras de 6leo foram devidamente
determinados em balangas analiticas da Bell Engeneering.

Os experimentos de RMN foram realizados em um espectrometro da
marca BRUKER, com campo magnético de 7,05 Tesla, modelo DPX300 de 300
MHz para a frequéncia do hidrogénio e 75 MHz para o carbono, utilizando o
sinal dos hidrogénios residuais do solvente deuterado ou sinal do TMS como
referéncia. Os parametros utilizados para aquisicdo e processamento estdo
relacionados nos espectros de RMN em anexo.

Os espectros de Infravermelho foram adquiridos em Espectrometro
Bomen FT-IR-MB100, em filme.

As andlises térmicas de TGA foram realizadas em equipamento da TA
Instruments, com rampa de aquecimento de 10 °C/min. em atmosferas de
nitrogénio (N2) e Ar sintético e cadinhos de platina. As anélises de DSC foram
realizadas em equipamento TA Instruments, em atmosfera de nitrogénio (N)
de - 80 °C a 100 °C em cadinho hermético.

4.2. ReacoOes de ozondlise

4.2.1. Reacao de ozondlise em Odleos vegetais para obtencao de 6leos

ozonizados

Em um reator de vidro contendo 200 mL de 6leo vegetal foi borbulhado
a mistura de gases oxigénio/ozénio, com concentracdo de o0zbnio de
60 ug mL™". A reacado foi mantida em banho de 4gua a temperatura de 30 — 40
°C, por vérias horas (6, 12, 24 e 36 horas). A mistura de gases oxigénio-0z6nio
atravessou o 6leo em todo o seu volume de forma continua durante todo o
processo, sendo dispersas por um difusor ceramico em pequenas bolhas de
gas (Figura 30). Apéds a reacao o 6leo foi borbulhado com gas nitrogénio por 5

minutos para remogédo do excesso de 0zonio.
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As amostras foram submetidas & analise por RMN de 'H e de *C em

CDCI; e armazenadas a 5° C para analises posteriores.

Figura 30: Disperséo de bolhas da mistura de gases oxigénio/ozénio em éleos

vegetais.

4.2.1. Reacao de ozonodlise em oOleo vegetal e agua para obtencao de
oleogel

Em um reator de vidro contendo O6leo vegetal e 9% de &gua, foi
borbulhada a mistura de gases oxigénio/oz6nio através de um distribuidor de
gas ceramico, com concentragao de ozénio de 60 ug/mL por 24 horas. Apés a
reacado o 6leo foi borbulhado com gas nitrogénio por 5 minutos para remocao
do excesso de 0zdnio. As amostras foram submetidas a analise por RMN de 'H
e de '*C em CDCl; e armazenadas em geladeira para anélises posteriores.
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4.3. Técnicas Analiticas
4.3.1. indice de acidez (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2004 a).

Em um erlenmeyer contendo 2 gramas de amostra, foi adicionado 25
mL da solucdo éter:alcool (2:1). Apbs agitacdo foi adicionado 2 gotas do
indicador fenolftaleina e titulado com solugéo de hidréxido de potassio (KOH)
0,1M padronizada até coloracao résea.

Os ensaios foram realizados em triplicata e os dados foram expressos
como média + desvio padrao.

O indice de acidez foi calculado de acordo com a seguinte equacao:

nl XM X f x56,1
m

Onde, n1: o volume em mL da solucao de KOH gasto na titulagdo da
amostra, M: molaridade da solucado de KOH, f. fator de corre¢do da solucao de
KOH e m: quantidade em gramas da amostra.

4.3.2. indice de lodo (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2004 b).

Em um erlenmeyer contendo 0,25 gramas de amostra, foi adicionado
com uma pipeta volumétrica 10 mL de ciclo-hexano,e 20 mL de solu¢ao de iodo
cloro (Reagente de Wijjs), com auxilio uma bureta. Apds agitagéo, foi mantido
em repouso ao abrigo da luz e a temperatura ambiente por 30 minutos. Foram
adicionados 10 mL da solugao de iodeto de potassio a 15% e 100 mL de agua
destilada, recentemente fervida e resfriada até atingir a temperatura ambiente.
Procedeu-se titulando com solugédo de tiossulfato de sédio 0,1M padronizada,
sobagitacdo moderada, até uma fraca coloracdo amarela. Neste ponto
adicionou-se de 1 mL de solucdo de amido indicador continuando a titulacéo
até o desaparecimento da coloragdo azul escura. O branco foi preparado com

agua destilada e realizado simultaneamente com as amostras.
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Devido a toxicidade do tetracloreto de carbono, foi utilizado ciclo-
hexano para as andlises (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985)

As anadlises de indice de iodo foram realizadas em triplicata, a fim de
reduzir o volume de solvente utilizado e os residuos apés a titulagdo, os
resultados foram expressos em média * desvio padrao (m = dp).

O indice de iodo foi calculado de acordo com a seguinte equacao:

1,269 x (nl - n2)
B m

11

Onde, n1:0 volume em mL da solucao de tiossulfato de sédio gasto na
titulacdo da amostra, n2: o volume em mL da solucdo de tiossulfato de sodio
gasto na titulacdo do branco e m: quantidade em gramas da amostra.

4.3.3. indice de Peroxido - Oleos Ozonizados

Em um erlenmeyer com boca esmerilhada contendo 2 gramas da
amostra de o6leo, foram adicionados 30 mL de solucdo de &acido acético
cloroférmio (3:2), 3 mL de solucdo saturada de iodeto de potéssio. A mistura foi
agitada e deixada ao abrigo da luz por diferentes tempos de reacéo 4, 8, 16,
24,30 e 36 h (TELLEZ et al, 2006). Apos a reacao foram adicionados 25 mL de
agua destilada recentemente fervida. Procedeu-se titulando com solugdo de
tiossulfato de sédio 0,1M padronizada, até uma fraca coloracao amarela. Neste
ponto adicionou-se 1 mL de solucdo de amido indicador continuando a titulacéo
até o desaparecimento da coloracdo azul escura (AOCS, 1998).

As analises de indice de iodo foram realizadas em triplicata e os
resultados foram expressos em média + desvio padrdo (m * dp).

O indice de iodo foi calculado de acordo com a seguinte equacao:

p_ 1000 x (n1—n2) x M
N m
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Onde, n1:0 volume em mL da solucéo de tiossulfato de sédio gasto na
titulacdo da amostra, n2: o volume em mL da solugdo de tiossulfato de sédio
gasto na titulacdo do branco, M: molaridade da solucado do tiossulfato e m:

quantidade em gramas da amostra.
4.3.4. indice de Peroxido - Oleogel

O procedimento foi adaptado da A.O.C.S (1998), como descrito na
literatura no caso de materiais com alto indice de peréxido e baixa reatividade
do iodo com dialquilperdxidos. Foram modificados a temperatura e o tempo de

reacao (Tabela 9).

Tabela 9: Determinagéo do indice de perdxido.

Procedimento Temperatura Reacéo Tempo Reacéao
Oficial - A.O.C.S. Ambiente 1 minuto
Adaptado Refluxo a 60°C 180 minutos

Em um erlenmeyer com boca esmerilhada contendo 2 gramas da
amostra de o6leo, foram adicionados 30 mL de solucdo de &acido acético
cloroférmio (3:2), 3 mL de solugdo saturada de iodeto de potéassio. Apds a
reacao em refluxo do perdxido presente com o iodeto de potassio, as amostras
foram resfriadas até atingir a temperatura ambiente e adicionados 25 mL de
agua destilada recentemente fervida. Procedeu-se titulando com solugéo de
tiossulfato de sédio 0,1M padronizada, até uma fraca coloracao amarela. Neste
ponto adicionou-se 1-2 mL de solugdo de amido indicador continuando a
titulacdo até o desaparecimento da coloragao azul escura (AOCS, 1998).

As analises de indice de iodo foram realizadas em triplicata e os
resultados foram expressos em média * desvio padrdo (m x dp) e o célculo foi

realizado de acordo com a equacao do item anterior (4.3.3.).
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4.4. Ensaios de Atividade Bioldgica
4.4.1. Avaliacao da atividade antimicrobiana

Os ensaios para avaliagdo da atividade antimicrobiana dos o6leos
ozonizados foram conduzidos no Laboratério de Bacteriologia do Nucleo de
Andlises Clinicas/ Hospital Universitario — UFMS, sob a supervisdo da

farmacéutica Nadia C. P. Carvalho e Dra. Ana Camila Micheletti.
4.4.2. Cepas Bacterianas

Quatro espécies de bactérias patogénicas foram testadas:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Enterococcus feacalis ATCC 29212 e
cepa clinica, Escherichia coli ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC
25923 e cepa clinica. As cepas clinicas foram isoladas de pacientes do Hospital
Universitario — UFMS.

4.4.3. Preparacao dos inéculos

Todas as cepas foram cultivadas em agar Mueller Hinton. Os in6culos
foram preparados em solugédo salina estéril a 0.85%. Para a obtencdo da
concentragao final do inéculo foi realizado a leitura do inéculo no aparelho
DensiChek Plus — Biomérieux com valor de 0.5 na escala de McFarland,

equivalente a 10* cfu mol .
4.4.4. Determinacao do MIC — Método de diluicao em Agar.

O MIC foi determinado através do método de diluicdo em agar de
acordo com NCCLS (1993). Os 6leos ozonizados foram solubilizados em agar
Muieller Hinton com 2% de Tween -80 para aumentar a solubilidade do 6leo. As
placas foram preparadas em diferentes concentracées de éleo ozonizado 10, 7,
5 e 3 mg/ml.
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Placas controle contendo agar e Tween 80 também foram preparadas.
Aliquotas de 5 pL de inoculo de cada bactéria foram gotejadas nas placas. As
placas foram incubadas a 30° C e as leituras foram realizadas ap6s 24 h.
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5. CONSIDERAGCOES FINAIS

A reacao de ozondlise foi realizada em Oleos vegetais de girassol,
linhaca e baru em diferentes tempos de reacao (6, 12, 24 e 36 h) e os produtos
foram caracterizados através de técnicas espectroscopicas de RMN 'H, °C e
V.

Técnicas analiticas como indices de acidez (lA), iodo (II) e perdxido
(IP) foram empregados para caracterizacao dos 6leos vegetais ozonizados. As
analises mostraram que ocorreu um aumento no indice de acidez das
amostras, sendo que os maiores valores obtidos foram para os 6leos com
maior tempo de reacdo, como os 6leos ozonizados por 24 e 36 h. As analises
dos espectros de RMN de 'H e 'C e dos valores de indice de iodo obtido
confirmaram que o ozénio reagiu com as insaturagdes presentes nos 6leos
provocando um rapido decréscimo no indice de iodo e a auséncia de
insaturacdes a partir de 24 horas de reacao para os 6leos de girassol e baru.
Os resultados obtidos no indice de perdxido ndo foram satisfatérios, pois nao
foi possivel quantificar todo o perdxido presente nas amostras ozonizadas e
outras metodologias para sua determinagao serdo empregadas.

Na reacdo de ozondlise realizada em presenca de agua, sem a
formacao de emulsdo, pode-se obter um produto com caracteristica oleosa,
transparente e viscoso, com o aspecto fisico semelhante a um gel. As anélises
térmicas do produto gelificado foram realizadas e o produto foi estavel até 67
C.

Os 6leos de girassol, linhaga, baru e o oleogel obtido das reacbes de
ozondlise foram testados sobre as bactérias Gram-negativas P. aeruginosa
(ATCC 27853), E. coli (ATCC 25922) e Gram-positivas, E. feacalis (ATCC
29212 e clinica) e S. aureus (ATCC 25923 e clinica). Os 6leos de linhaga de 24
horas e oleogel gel se mostraram mais ativos. O éleogel em especial, foi ativo
sobre todos os microorganismos testados, sendo o unico éleo ativo sobre a P.
aeruginosa com MIC de 7 mg ml”, e apresentando atividade sobre as cepas
clinicas resistentes, com MIC de 7 mgml” e <3 mg ml” para o E. feacalis e S.

aureus, respectivamente.
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O trabalho permitiu o registro de patente no INPI (Instituto Nacional de
Propriedade Industrial), com o titulo “Processo para obtencdo de um gel a partir
da ozonizacdo de 6bleos vegetais”, depositado em 28/12/2012 (INPI:
BR1020130001937) e a participagcdo na etapa final do Prémio Santander
Universidades de Empreendedorismo 2012, na categoria de Biotecnologia e
Saude, como unico trabalho finalista da categoria nas regides Norte, Nordeste
e Centro Oeste, proporcionando-nos, & convite da Incubadora de Empresas
Pantanal UFMS, a oportunidade de incubagdo de empresa baseada em

Pesquisa & Desenvolvimento, com producao de 6leos ozonizados e oleogel.
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E16: Espectro de RMN 'H do 6leo de baru ozonizado por 6 h, em CDCls,
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Acquisition Time (sec) 6.8420 \ Comment 1H - CDCI3 -NRABO3 - AB - Nath
Date 01 Aug 2012 16:52:48 ‘
File Name C:\Users\Nathalia\Desktop\Oleos Vegetais - Ozonizados\FIDsS\NRAB0O3_001001r
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8
Original Points Count 32768 Points Count 65536 Pulse Sequence zg
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 4789.27
Temperature (degree C) 27.000 ‘
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Chemical Shift (ppm)

E17: Espectro de RMN 'H do 6leo de baru ozonizado por 12 h, em CDCls,

Acquisition Time (sec) 6.8420 ‘ Comment 1H - CDCI3 - NRABOS - nath - ab
Date 10 Jan 2013 14:33:50 \
File Name C:\Users\Nathalia\Desktop\Oleos Vegetais - Ozonizados\FIDs\Novos 2NRAB05_001001r
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8
Original Points Count 32768 Points Count 65536 Pulse Sequence zg
Solvent CHLOROFORM-D | Sweep Width (Hz) 4789.27 Temperature (degree C) 27.000
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Chemical Shift (ppm)

E18: Espectro de RMN "H do 6leo de baru ozonizado por 24 h, em CDCls,

77




Acquisition Time (sec) 0.8700 Comment 13C - CDCI3 - NRABOS - nath - ab
Date 22 Jan 2013 10:57:50
File Name C:\Users\Nathalia\Desktop\Oleos Vegetais - Ozonizados\FIDs\Novos 2NRAB05_003001r
Frequency (MHz) 75.47 Nucleus 13C Number of Transients 4339
Original Points Count 16384 Points Count 32768 Pulse Sequence zgpg30
Solvent CHLOROFORM-D | Sweep Width (Hz) 18832.39 Temperature (degree C) 27.000
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Chemical Shift (ppm)

E19: Espectro de RMN '3C do 6leo de baru ozonizado por 24 h, em CDCls,

Acquisition Time (sec) 6.8420 \ Comment 1H - CDCI3 - NRABO06 - nath - ab

Date 15 Jan 2013 17:37:00

File Name C:\Users\Nathalia\Desktop\OIeos Vegetais - Ozonizados\FIDs\Novos 2\NRAB06_001001r

Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8
Original Points Count 32768 Points Count 65536 Pulse Sequence zg
Solvent CHLOROFORM-D | Sweep Width (Hz) 4789.27 Temperature (degree C) 27.00(1&:
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Chemical Shift (ppm)

E20: Espectro de RMN 'H do 6leo de baru ozonizado por 36 h, em CDCls,
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File Name C:\USERS\NATHALIA\DESKTOP\OLEOS VEGETAIS - OZONIZADOS\IRWRA-0.PRN

Date 06 Feb 2012 11:10:24 Technique Infrared Spectral Region IR
X Axis Wavenumber (cm-1) Y Axis %Transmittance Spectrum Range 597.8799 - 4000.0000
Points Count 1765 Data Spacing 1.9286
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E21: Espectro de IV do dleo de girassol.
File Name C:AUSERS\NATHALIA\DESKTOP\OLEOS VEGETAIS - OZONIZADOS\IRINRA05.PRN
Date 06 Feb 2012 11:10:34 Technique Infrared Spectral Region IR
X Axis Wavenumber (cm-1) Y Axis %Transmittance Spectrum Range 599.8101 - 4000.0000
Points Count 1764 Data Spacing 1.9286
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Wavenumber (cm-1)

E22: Espectro de IV do éleo de girassol ozonizado por 24 h.



File Name C:\USERS\NATHALIA\DESKTOP\OLEOS VEGETAIS - OZONIZADOS\IRINRAH03.PRN

Date 06 Feb 2012 11:10:44 Technique Infrared Spectral Region IR
X Axis Wavenumber (cm-1) Y Axis %Transmittance Spectrum Range 599.8101 - 4000.0000
Points Count 1764 Data Spacing 1.9286
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E23: Espectro de IV do produto gelificado.
Acquisition Time (sec) 6.8420 ‘ Date 13 Sep 2011 16:21:36
File Name C:\Users\Nathalia\Desktop\Oleos Vegetais - Ozonizados\FIDs\NRAOA-01_001001r
Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8
Original Points Count 32768 Points Count 65536 Pulse Sequence zg
Solvent CHLOROFORM-D Sweep Width (Hz) 4789.27
Temperature (degree C) 27.000 ‘
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E24: Espectro de RMN "H do produto gelificado, em CDCls
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Acquisition Time (sec) 6.8420 Comment 1H - CDCI3 - NRAIP04 - ab - nath

Date 05 Feb 2013 15:14:34

File Name C:\Users\Nathalia\Dropbox\RMN_AB_LP4\NRAIP04_001001r | Frequency (MHz) 300.13

Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 32768

Points Count 65536 Pulse Sequence z9 Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 4789.27 Chiorof I:Il'emperalure (degree C) 27.000
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Chemical Shift (ppm)

E25: Espectro de RMN 'H do 6leo de linhaga ozonizado por 12 h ap6s 24 h de

reacdao com iodeto de potassio.

Acquisition Time (sec) 6.8420 \ Comment 1H - CDCI3 -NRAIPO5 - nath - AB
Date 14 Feb 2013 14:36:02
File Name C:\Users\Nathalia\DropboxX\RMN_AB_LP4\NRAIP05_001001r | Frequency (MHz) 300.13
Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 32768
Points Count 65536 Pulse Sequence zg Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 4789.27 Temperature (degree C) 27.000
Chlor‘oform
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Chemical Shift (ppm)

E26: Espectro de RMN 'H do 6leo de girassol ozonizado por 6 h apds 24 h de
reacao com iodeto de potassio.
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Acquisition Time (sec) 6.8420 \ Comment 1H - CDCI3 -NRAIPOQ7 - nath - AB
Date 14 Feb 2013 14:51:14
File Name C:\Users\Nathalia\DropboxX\RMN_AB_LP4\NRAIP07_001001r | Frequency (MHz) 300.13
Nucleus 1H Number of Transients 8 Original Points Count 32768
Points Count 65536 Pulse Sequence zg Solvent CHLOROFORM-D
Sweep Width (Hz) 4789.27 Temperature (degree C) 27.000
Chlor‘oform
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Chemical Shift (ppm)

E27: Espectro de RMN 'H do 6leo de baru ozonizado por 6 h apds 24 h de
reacdao com iodeto de potassio.

Acquisition Time (sec) 5.4657 \ Comment 1H - CDCI3 -NRAPGO02 - AB NATHALIA-

Date 27 Sep 2012 10:40:02

File Name C:\Users\Nathalia\Desktop\Oleos Vegetais - Ozonizados\FIDs\Novos 2NRAPG02_001001r

Frequency (MHz) 300.13 Nucleus 1H Number of Transients 8

Original Points Count 32768 Points Count 65536 Pulse Sequence zg

Solvent CHLOROFORM-D | Sweep Width (Hz) 5995.20 Temperature (degree C) 27.000
Chlor‘oform

. |

Chemical Shift (ppm)

E28: Espectro de RMN 'H do oleogel apés indice de peréxido.
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