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RESUMO

O estudo de mecanismos de controle de infec¢des causadas por bactérias é tema de
interesse de diferentes profissionais envolvidos no ambiente hospitalar. Objetivou-se
nesta pesquisa avaliar composicdo quimica de 6leos vegetais de canola, coco e
dendé, in natura e ozonizados, e a atividade antimicrobiana in vitro frente a
Acinetobacter baumanii, uma espécie de bactéria que se destaca como importante
agente patogénico oportunista e responsavel por infec¢des relacionadas a assisténcia
a saude. Todas as amostras de 6leos testadas foram caracterizadas pelas técnicas
de cromatografia a gas, indice de |2 e perdxidos. A caracteristica mais alterada foi sob
o efeito do processo de ozonizacdo, passando de ndo detectaveis nas amostras de
Oleos in natura para as fragdes de 125,7 + 0,2; 422,4 £ 0,2 e 434,8 £ 0,2 mEg/Kg de
Na:S203 para o Oleo de canola, coco e dendé ozonizados. A reducdo da carga
microbiana em cepas de A. baumannii foi de 93,5, 71,6 e 85,9% para 6leos de canola,
coco e dendé in natura, respectivamente, e de 96,2, 93,8 e 91,0% para os 6leos de
canola, coco e dendé ozonizados, respectivamente. Além disso, a eficiéncia no tempo
de inibicdo de A. baumannii mostrou que 6leos ozonizados apresentam imediata acao
bactericida, onde sua contagem bacteriana em 10 min se iguala aos resultados de
6leos in natura apds 30 min da incubacao. Esses resultados revelaram que os 6leos
testados podem ser utilizados no controle de infeccbes bacterianas e a ozonizacéo
desses 06leos potencializa a acéo bactericida. Os resultados evidenciaram, porém, que
a comparacao entre as contagens microbianas dos 6leos in natura e ozonizados nao
apresentou diferencas significativas, ja que todos os valores p resultantes foram
superiores ao nivel de significAncia adotado para o teste comparativo. Resultado
semelhante foi verificado na comparagdo entre os Oleos ozonizados quanto a
contagem microbiana, ou seja, ndo houve diferencas significativas entre as contagens
de micro-organismos quando os diferentes tipos de Oleos ozonizados foram

comparados.

Palavras-chave: Acinetobacter baumannii. Oz6nio. Atividade bactericida. Plantas

medicinais.



ABSTRACT

The study of infection control mechanisms caused by bacteria is a topic of interest to
different professionals involved in the hospital environment. This work aimed to
investigate the use of vegetable oils as an alternative treatment in the control of these
infections. The bactericidal effect of canola, coconut and palm oil, in natura and
ozonized oils, was evaluated under Acinetobacter baumannii, a species of bacteria
that stands out as an important opportunistic pathogen and is responsible for infections
related to the care of health. All the tested oil samples were characterized by the
techniques of gas chromatography, I and peroxides index, the most altered
characteristic under the effect of the ozonation process, passing from undetectable in
the samples of in natura oils to the fractions 125,7 £ 0,2; 422,4 + 0,2 and 434,8 £ 0,2
meg/Kg of Na?S?032 for canola oil, coconut and ozonized palm oil. The reduction of
microbial load in A. baumannii strains was 93,5, 71,6 and 85,9% for canola, coconut
and in natura palm oils, respectively, and 96,2, 93,8 and 91,0% for the oils of canola,
coconut and ozonized palm oil, respectively. In addition, the efficiency in the inhibition
time of A. baumanni showed that ozonized oils present immediate bactericidal action,
where their bacterial count in 10 min equates to the results of in natura oils after 30
min of incubation. These results revealed that the oils tested can be used in the control
of bacterial infections and the ozonization of these oils potentiates the bactericidal
action. The results showed, however, that the comparison between the microbial
counts of in natura and ozonized oils did not point significant differences, since all the
resulting p-values were higher than the level of significance adopted for the
comparative test. A similar result was found in the comparison among ozonized oils in
terms of microbial count, that is, there were no significant differences among

microorganism counts when the different types of ozonized oils were compared.

Key words: Acinetobacter baumannii. Ozone. Bactericidal activity. Medicinal plants.
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DIVULGACAO E TRANSFERENCIA DE CONHECIMENTO

A Acinetobacter baumannii apresentou-se sensivel aos 6leos naturais utilizados no
estudo, onde foi possivel determinar as concentracdes inibitorias minimas e
concentracfes bactericidas minimas, assim como a verificagcdo das diferencas
cromatograficas fisico-quimicas dos Oleos (ozonizados e in natura) quando
submetidos ao tratamento. Nos resultados obtidos, foi possivel comparar os 6leos
naturais, o 6leo de canola ozonizado se destacou como 0 mais eficiente em matar a
bactéria. Os demais Oleos ozonizados apresentaram reducdo da carga microbiana
acima de 90% nos primeiros dez minutos de tratamento. Para uso in natura, o 6leo de
dendé se destacou com reducéo de 85,9% na carga microbiana. O resultado mostrou
gue a eficiéncia dos 6leos ozonizados foi maior tanto no CIM quanto no CBM, quando
comparados entre 0s grupos ozonizado e in natura, e que a bactéria é sensivel aos
Oleos ozonizados. Ainda assim, a atividade antibacteriana dos 6leos naturais é notoria,
mostrando que eles foram expressivamente eficazes na inibicdo do crescimento de

Acinetobacter baumannii.
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1 INTRODUCAO

1.1 CONTEXTUALIZACAO

Acinetobacter baumannii € uma bactéria aerdbia Gram-negativa. Oportunista,
responde por diversas infeccdes relacionadas a assisténcia em saude (IRAS)
(ROBERTS; FINDLAY; LANG, 2001; PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; BREIJ et
al.,, 2010). Sua importancia clinica relaciona-se a alta prevaléncia em epidemias e
endemias; € capaz de adquirir resisténcia aos antibioticos e a dessecacao, e formar
biofilmes em dispositivos médicos (ROBERTS; FINDLAY; LANG, 2001; PELEG;
SEIFERT; PATERSON, 2008; BREIJ et al., 2010).

A resisténcia das espécies de Acinetobacter pode advir de genes de outros
organismos, de mutacfes ou de subpopulacées com resisténcia preexistente que
podem tornar-se dominante sob pressdo antimicrobiana seletiva. Acinetobacter
baumannii multirresistente é um patégeno emergente no ambiente de salde e provoca
infec¢des que incluem bacteremia, pneumonia, meningite, infeccao do trato urinario e
infeccdo da ferida. E capaz de sobreviver sob ampla gama de condi¢cBes ambientais
e persistir em superficies por longos periodos de tempo, o que o transforma em causa
frequente de surtos de infeccdo e doenca endémica (MARAGAKIS; PERL, 2008).

Nas ultimas décadas, a elevada resisténcia de A. baumannii aos antibioticos
habitualmente empregados relaciona-se a mecanismos intrinsecos ou adquiridos
(LEE et al.,, 2006). Com o passar dos anos, porém, para o tratamento tornou-se
necessario administrarem-se antimicrobianos mais potentes, entre 0s quais se
destacam os carbapenémicos, devido a indices crescentes de cepas resistentes a
essas drogas refletidos na emergéncia das [B-lactamases (PELEG; SEIFERT;
PATERSON, 2008). Por isso, a administragéo de lipopolipeptideos, como a polimixina
B e polimixina E, tem sido considerada como “ultimo recurso” para vencer a resisténcia
(HORTON; PANKEY, 1982).

Amplamente empregados em ocorréncia de infec¢cdes por A. baumannii e
Pseudomonas aeruginosa na década de 1960, os lipopolipeptideos, no entanto, foram
substituidos por outras drogas como as cefalosporinas e o0os aminoglicosideos,
eficazes e menos toxicas (HORTON; PANKEY, 1982; DRABICK, 1998). Com o

aparecimento de cepas de A. baumannii e P. aeruginosa resistentes a multiplas
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drogas (MDR) na década de 1990, a aplicacdo de lipopolipeptideos foi restabelecida,
em especial no tratamento contra bactérias resistentes aos carbapenémicos.

Nos ultimos anos, o emprego intensivo das polimixinas tem proporcionado o
aparecimento de amostras de A. baumannii resistentes. A Espanha relata taxas de
resisténcia de 40,7% por A. baumannii, e a Coreia, 30,6% (KO et al., 2007; ARROYO,
et al., 2009). Todavia, atualmente, as polimixinas tém sido consideradas, em alguns
paises, como a Unica alternativa no tratamento de infecgbes graves por A. baumannii
multirresistente (GOMES et al., 2016).

Além da resisténcia, o0s antibiéticos usados contra micro-organismos
patdgenos podem induzir efeitos colaterais graves, especialmente em pacientes que
estdo sob tratamento terapéutico prolongado, e também podem alterar a microbiota,
que é importante para a eubiose do intestino e do corpo. Os agentes antimicrobianos
gue aumentam a disbiose criam um ambiente ideal para a colonizacdo de micro-
organismos patogénicos e outras infeccdes com possiveis episodios recorrentes
(LAGACE-WIENS; RUBINSTEIN, 2012; MATTAPPALIL, MERGENHAGEN, 2014).

Por consequéncia a multirresisténcia do A. baumannii em tratamento
antibacteriano e, principalmente, a mortalidade associada a infeccdo pela bactéria
concomitante a terapia inadequada, iniciou-se a busca por novos agentes
antimicrobianos, entre os produtos naturais, que contém centenas de ingredientes
naturalmente ativos em propor¢des variaveis e eliminam o risco de resisténcia, pois
0S micro-organismos nao sao capazes de se adaptar as suas estruturas heterogéneas
(UGAZIO et al., 2020).

O ozb6nio € amplamente reconhecido como um dos melhores agentes
bactericidas, antivirais e antifngicos. Atualmente, tem sido usado como um mediador
terapéutico em feridas cronicas, Ulceras e isquemias, decorrentes da capacidade de
diminuir infecgbes bacterianas, curar danos dérmicos devido ao efeito de “morte
oxidativa” nos micro-organismos (TRAVAGLI et al., 2010; VALACCHI, 2011).

Os o6leos ozonizados tém demonstrado atividade antimicrobiana frente a
bactérias e fungos e podem ser propostos para uso na prevencao e tratamento de
infec¢des cronicas locais, em formulagcdes adequadas e em casos controlados, como
alternativa aos antimicrobianos topicos (LIU et al., 2015; VIOTTO et al., 2020). Isso
pode ser Util para contrastar o uso generalizado e indiscriminado de antibioticos, que
levou ao surgimento de resisténcia bacteriana (WILLIAMSON; CARTER; HOWDEN,
2017).
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

e Avaliar composi¢do quimica de Oleos vegetais de canola, coco e dendé, in
natura e ozonizados, e a atividade antimicrobiana, in vitro, frente a

Acinetobacter baumanii.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Caracterizar 06leos vegetais in natura e O6leos vegetais submetidos a
ozonizacédo, quanto ao perfil de &cidos graxos e indice de peroxidos.

e Auvaliar a concentracao inibitéria minima e a concentracdo bactericida minima
dos Oleos vegetais in natura e ozonizados frente a A. baumanii.

e Realizar a cinética bactericida dos 6leos vegetais ozonizados e in natura.

e Avaliar e quantificar a atividade antibacteriana dos 6leos in natura quando

comparados aos 6leos ozonizados e evidenciar os resultados da CIM e CBM.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 TAXONOMIA E CLASSIFICACAO

Acinetobacter spp. sdo cocobacilos Gram-negativos ndo hemoliticos,
aerobicos, imoveis, oxidase-negativos, catalase positivos, ndo fermentadores de
glicose, pertencentes a subclasse y-Proteobacteria familia Moraxellaceae
(KARAGEORGOPOULOS et al., 2008; KIM et al., 2014; GOMES et al., 2016).

Com os avangos na taxonomia bacteriana molecular, em particular o
sequenciamento de rDNA 16S e a hibridacdo DNA-DNA, as espécies podem ser
distinguidas com maior precisdo. Atualmente, foram identificadas 34 espécies de
género Acinetobacter (KARAGEORGOPOULQOS et al., 2008; KIM et al., 2014), das
quais se destacam quatro genoespécies: Acinetobacter calcoaceticus (genoespécie
1); Acinetobacter baumannii (genoespécie 2); Acinetobacter baumannii-calcoaceticus,
também conhecido como ABC, que congrega 4 espécies altamente similares, sem
evidenciacdo fenotipica entre si: A. baumannii, A. pitti, A. nosocomialis, A.
calcoaceticus (genoespécies 3 e 13TU) e Acinetobacter haemolyticus (genoespécies
4), ligadas a doencas em humanos (HOWARD et al., 2012; LIN; LAN, 2014).

3.2 EPIDEMIOLOGIA

Ocasionalmente, as espécies de Acinetobacter sdo comensais na pele,
garganta e nas secrecfes de pessoas saudaveis. Comumente isolado em hospitais,
Acinetobacter infecta pacientes criticos, debilitados por suas comorbidades ou
imunocomprometidos. A. baumannii é, habitualmente, encontrado em unidades de
terapia intensiva (UTIs), unidades de queimados, de oncologia, de cirurgia e
neurocirurgia, responsavel por numerosas complicacbes nosocomiais, (PELEG;
SEIFERT; PATERSON, 2008; ALLEN; HARTMAN, 2010; LONGO; VUOTTO;
DONELLI, 2014; GOMES et al., 2016).

A bactéria dispbe de multiplos mecanismos de viruléncia relacionados a
capacidade de as espécies de Acinetobacter aderirem, colonizarem e invadirem
células epiteliais humanas; possui excelente capacidade de producao de biofilme e
resisténcia (inerente e adquirida) a varios antimicrobianos, que facilitam sua

sobrevivéncia em condicbes ambientais variadas. Acinetobacter baumanii tem
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causado, com frequéncia, surtos de infeccdo hospitalar pela sua longa persisténcia
em superficies (HOWARD et al., 2012).

Os determinantes patogénicos desse género incluem a formacédo de biofilme
mediada por pilus a uma proteina de membrana externa que se associa a apoptose
em células humanas — um sistema de aquisicdo de ferro, lipopolissacarideos e um
sistema de deteccdo de quérum sensing!. Os pili exercem importante papel para que
A. baumannii adira a superficies (inertes ou vivas) e forme biofilme bacteriano (JAWAD
et al., 1998; KIM et al., 2014).

Um biofilme compde-se de bactérias vivas caracterizadas por células aderidas
a um substrato, embebidas por substancias poliméricas extracelulares, tais como
exopolissacarideos (EPS), proteinas, &cidos nucleicos, possibilitando que as
bactérias resistam a mecanismos de defesa do hospedeiro, antibiéticos e forcas de
cisalhamento hidrodinamico. Dessa forma, A. baumannii € capaz de colonizar e
persistir em superficies bidticas e abidticas, causando infec¢des relacionadas ao uso
de equipamentos médicos, aumenta o risco de disseminacao e a ocorréncia de surtos.
Segundo recentes estudos, a probabilidade de as espécies do complexo ABC
formarem um biofilme em uma interface liquido-sélida a 25°C é trés vezes maior do
que a dos complexos ndo ABC (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; MARTI et al.,
2011; KIM et al., 2014; LONGO; VUOTTO; DONELLI, 2014; HOMENTA et al., 2014).

Acinetobacter, quando comparado a outros géneros de bactérias Gram-
negativas e avaliado em ambiente hospitalar simulado, é residente nas méos e em
superficies secas. Nesta simulacdo, A. baumannii consegue sobreviver por
aproximadamente um més, embora possa persistir por até cinco meses. A
transmissao de cepas epidémicas de Acinetobacter, isoladas e identificadas na pele
de pacientes e profissionais da saude, foi comprovada por isétopos 17 (JAWAD et al.,
1998; KARAGEORGOPOULOS et al., 2008) conforme apresentado na Figura 1.

1 Quorum sensing (QS) é um mecanismo de comunicacgdo entre bactérias, pela producéo e difusdo de
pequenas moléculas quimicas ou sinalizadoras, através de membranas bacterianas; as bactérias
produzem, detectam e respondem a compostos de baixa massa molecular, os autoindutores (Als), que
s&o liberados no ambiente (CAMPOS-GALVAO, 2012; SOLA et al., 2012). A comunicacéo intra e
interespécies de micro-organismos baseia-se na emissao de estimulos e respostas dependente da
densidade populacional. Essa interacdo reflete a capacidade de os micro-organismos habitarem
ambientes diversos, captarem informacdes do meio, comunicarem-se com diferentes espécies,
monitorarem a densidade populacional, regularem sua manifestacdo génica e controlarem processos
celulares como a esporulagéo, formacéo de biofilmes, fatores de viruléncia, producéo de bacteriocinas
e antibidticos e a bioluminescéncia (SOLA et al., 2012).
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Figura 1 — Modos de transmisséao de superficies inanimadas para hospedeiro
suscetivel Acinetobacter baumannii
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Fonte: Adaptado de Kramer, Schwebke e Kampf (2006)

Patogenos bacterianos sao habeis em promover a morte celular, o que lhe
confere importancia no escape das defesas do hospedeiro e sua capacidade de
sobreviver; tal habilidade esta implicada no mecanismo de patogénese de uma
variedade de doencas infecciosas (SMANI; DOMINGUEZ-HERRERA; PACHON,
2011). Segundo Krzyminska, Fracknowiak e Kaznowski (2012), linhagens de
Acinetobacter do complexo ABC ativam a apoptose em células do epitélio, pelo
mecanismo de adesao as células e por meio da citotoxicidade mediada pelo contato.
Outras linhagens de Acinetobacter, porém, entram em contato com as células
epiteliais, em seguida as invadem e causam a citotoxicidade acompanhada de morte
celular por oncose. Para Lim e Webb (2005), a ativagcéo de diferentes formas de morte
celular em células epiteliais pode constituir-se um mecanismo importante de
patogenia, bem como vias pelas quais as linhagens bacterianas conseguem escapar

do sistema imune e provocar doencgas.

3.3 FATORES DE RISCO ASSOCIADOS A AQUISICAO DE INFECCAO OU
COLONIZACAO POR A. BAUMANNII

Atualmente, dedica-se atencdo crescente as espécies de Acinetobacter por
serem importantes agentes patogénicos oportunistas, geralmente no contexto de
doenca subjacente grave (PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; BARAN et al., 2008;



22

VISCA; SEIFERT; TOWNER, 2011). O numero de infec¢des por A. baumannii tem-se
ampliado na ultima década (KARAGEORGOPOULOS et al., 2008) como causa de
surtos em ambito mundial, caracterizados enfaticamente pela multidrogarresisténcia
(MDR), com relato de casos em todos os continentes (PELEG; SEIFERT;
PATERSON, 2008; VISCA; SEIFERT; TOWNER, 2011; LIN; LAN, 2014).

No ambiente hospitalar, cepas de Acinetobacter foram identificadas como
patbgenos presentes em uma ampla variedade de infec¢des, afetando,
especialmente, pacientes criticamente doentes e com déficits significativos de
defesas, cujas maiores ocorréncias referiam a APACHE Il (Acute Physiology and
Chronic Health Evaluation 1), relacionadas a infec¢cdes sanguineas, cutaneas e de
tecidos moles, feridas, trato urinario, meningite e pneumonia (DIJKSHOORN; NEMEC,;
SEIFERT, 2007; VISCA; SEIFERT; TOWNER, 2011).

As infec¢cbes nosocomiais e os surtos foram atribuidos principalmente a A.
baumannii (especialmente em UTI) e, em menor proporcdo, as espécies gendmicas
13 (A. nosocomialis) e espécies genbmicas 3 (A. pitti). Outras espécies de
Acinetobacter também foram relatadas como agentes de infec¢des hospitalares, entre
elas Acinetobacter bereziniae, Acinetobacter guillouiae, Acinetobacter haemolyticus,
Acinetobacter johnsonii, Acinetobacter junii, Acinetobacter Iwoffii, Acinetobacter
parvus, Acinetobacter radioresistens, Acinetobacter schindleri, Acinetobacter soli e
Acinetobacter ursingii, embora estivessem relacionadas a ocorréncias raras e
restritas, como infec¢des sanguineas associadas ao uso de cateter (HIGGINS et al.,
2010; WISPLINGHOFF et al., 2004) e é relativamente baixa a mortalidade associada
a esses patdgenos, uma vez que referenciam um curso clinico benigno. Surtos de
menor expressdo que tém como agente patogénico espécies de Acinetobacter
também foram observados, mas, com frequéncia, estdo vinculados a fluidos de
infusdo contaminados, a heparina soluvel (VISCA; SEIFERT; TOWNER, 2011).

Varios sdo os fatores de risco que possibilitam ou facilitam a colonizacao,
invasdo e infeccdo por A. baumannii: severidade da doenca do hospedeiro,
hospitalizagdo prolongada, uso de drogas antimicrobianas em tratamento prévio,
procedimentos invasivos (como intubagdo, drenagem abdominal e toracica, ventilagéo
mecanica, cateteres intravasculares, cateter urinario ou neurocirurgia), traumas,
gueimaduras, parto prematuro, entre outros (VILLERS et al., 1998; FALAGAS;
RAFAILIDIS, 2007; GARCIA-GARMENDIA et al, 2001; TORRES et al., 2010;
MARCHAIM et al., 2012).
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3.3.1 Infeccdes nosocomiais mais frequentes

A pneumonia adquirida € a ocorréncia clinica de infec¢cdo hospitalar por A.
baumannii mais comum, associada ao ventilador (VAP), embora, muitas vezes, seja
dificil distinguir entre colonizacéo e infeccao verdadeira do trato respiratorio superior
(PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008). Nos Estados Unidos, o Sistema Nacional de
Vigilancia Nosocomial (NNIS) revelou um significativo aumento de ocorréncias de
pneumonia hospitalar associada a A. baumannii, e entre 5 a 10% dos episodios de
pneumonia adquirida em UTI sdo causados por este agente (PELEG; SEIFERT,
PATERSON, 2008; GAYNES; EDWARDS JR, 2005).

A. baumannii posiciona-se em décimo lugar entre 0s micro-organismos mais
frequentes causadores de infeccBes hospitalares nos EUA e responde por 1,3% de
todas as infec¢cdes nosocomiais da corrente sanguinea (WISPLINGHOFF et al., 2004).
A infeccdo sanguinea de A; bauamanii pode estar vinculada a uma morbimortalidade
elevada em esfera mundia de até 58% (VISCA; SEIFERT. TOWNER, 2011; CHUANG
et al., 2011).

Sabe-se, ha muito tempo, que A. baumannii € capaz de colonizar e infectar
feridas em pacientes que sofreram queimaduras ou traumatismos graves.
Caracteristicamente, a colonizacédo e a infec¢ao por A. baumannii estdo associadas a
desastres naturais (terremotos, inundacfes) ou eventos catastréficos causados pelo
homem (como guerras, a¢des terroristas), momento em que a demanda de pacientes
gue buscam atendimento excede a capacidade de acolhimento por parte dos
hospitais, e os procedimentos de limpeza e higieniza¢do padrao ndo podem mais ser
aplicados com eficacia (SCOTT et al., 2007; SEBENY; RIDDLE; PETERSEN, 2008).

A. baumannii despertou a aten¢éo publica quando foram notificadas infec¢des
graves de feridas e osteomielite em soldados que apresentaram ferimentos
importantes durante operacfes militares no Iraque ou no Afeganistdo, e que foram
repatriados para os EUA ou para o Reino Unido (SCOTT et al., 2007; DAVIS et al.,
2005; MOULTRIE; HAWKER; COLE, 2011). Os dois principais fatores de risco
identificados na infec¢@o por Acinetobacter MDR incluiam procedimentos invasivos
(cateterismo e ventilagdo mecanica) e a associacdo ao tratamento prévio com
antimicrobianos. Outros fatores de risco foram adicionados aos anteriores, como

tempo prolongado de permanéncia em hospital e lesdes proprias ao campo de batalha
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(MOULTRIE; HAWKER; COLE, 2011). Os isolados dessas infeccbes, muitas vezes,
apresentavam multirresisténcia as drogas antimicrobianas administradas. Tomando-
se por base a interpretagdo errbnea e generalizada de que “A. baumannii € um
organismo ubiquo"”, aventou-se a possibilidade de que o organismo poderia ter sido
inoculado no momento da lesdo de pele ja colonizada, ou por meio pé ou solo
contaminados (SCOTT et al., 2007).

A. baumannii apenas ocasionalmente atinge o trato urinario pela infecgéo, que
esta, habitualmente, relacionada a cateteres. Em trato urinario, tais infeccbes séo
benignas e estdo mais presentes nos centros de reabilitacdo do que em UTls
(DIJKSHOORN; NEMEC; SEIFERT, 2007). Um caso clinico distinto € a meningite
cerebral relacionada a hidrocefalia em pacientes que passaram por neurocirurgia (KIM
et al., 2009).

3.3.2 Impacto clinico

E dificil avaliar o impacto clinico real da infeccdo hospitalar por A. baumannii
em pacientes com bacteremia ou pneumonia; essa dificuldade tem sido tema de
debate continuo. Pesquisadores alegavam, anteriormente, que 0s pacientes morriam
por doenca subjacente a A. Baumannii, mas nao por infeccdo por esta bactéria,
todavia, pesquisas recentes combinando estudos de corte e caso-controle concluiram
gue as infec¢des por A. baumannii estdo, efetivamente, associadas ao aumento da
mortalidade atribuivel de 8 a 32% (GAYNES; EDWARDS, 2005; TORRES et al., 2010;
CHUANG et al., 2011).

O aumento de resisténcia dessa bactéria, capaz de contrapor-se, com
eficiéncia, a acdo de antibioticos, acompanha o impacto clinico de A. baumannii,
agravado pelo uso desmedido de antimicrobianos em hospitais. Este fato causa
grande preocupacdo, particularmente porque essas bactérias propendem a
transmissdo cruzada, possivelmente devido a sua resisténcia a multiplos
medicamentos e a sua capacidade de sobreviver por periodos prolongados em
ambiente hospitalar (FOURNIER; RICHET; WEINSTEIN, 2006; VISCA; SEIFERT,
TOWNER, 2011). Pesquisas relacionadas a vigilancia microbiolégica apontam que
taxas de multirresisténcia se aproximaram de 30% (KARAGEORGOPOQULOS et al.,
2008; KIM et al., 2009).
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As cepas de A. baumannii se apresentam multirresistentes a maioria dos
antimicrobianos comerciais. Na criacdo de mecanismos de resisténcia, as bactérias
podem ter, como alvos, diversas classes de antimicrobianos (como a B-lactamase
classe B: metaloenzimas, e classe D: enzimas OXA), bombas de efluxo, enzimas que
modificam os aminoglicosideos (MARTINS et al., 2012; LIN; LAN, 2014), reducéo da
permeabilidade da membrana externa e perda de porinas (MARTINS et al., 2012; LIN;
LAN, 2014; VANEGAS-MUNERA; RONCANCIO-VILLAMIL; JIMENEZ-QUICENO,
2014) Todavia, outros mecanismos podem atuar em conjunto para contribuir com a
resisténcia a uma classe especifica de antimicrobianos.

A multirresisténcia em A. baumannii se propaga, especialmente, por
plasmideos conjugados, transposons ou integrons mobilizados, para, por meio de um
conjunto de genes, codificar resisténcia a familias de antimicrobianos (LIN; LAN, 2014;
VANEGAS-MUNERA; RONCANCIO-VILLAMIL; JIMENEZ-QUICENO, 2014).

Entre agosto/2009 e julho/2010, a Funda¢ao Oswaldo Cruz (FIOCRUZ, 2010),
no monitoramento de resisténcia bacteriana por meio de tipagem molecular, avaliou
isolados bacterianos em amostras enviadas por hospitais credenciados em sua rede.
Das 540 amostras analisadas, 165 foram identificadas como isolados de A. Baumanni.
Das 89 amostras enviadas pelo LACEN de Goias, em 13 delas (provenientes de 3
hospitais de Goiania) foram identificados 11 isolados positivos para OXA-23, enquanto
76 amostras tinham 66 isolados positivos para OXA-23 e foram consideradas como
surto. Todas as amostras enviadas pelo hospital confirmaram a existéncia de um
padrdo de arranjo genético (padrdo genbmico) de resisténcia aos carbapenémicos

naquele estado.

3.4 PREVENCAO DE INFECCOES POR ACINETOBACTER SPP. NOS SERVICOS
DE SAUDE

As fontes de contagio ou infeccdo por Acinetobacter spp. em ambientes
hospitalares sdo amplas e diversas e trazem enormes dificuldades e desafios para o
monitoramento e controle de surtos de Infec¢gbes Relacionadas a Assisténcia a Saude
(IRAS). Diferentes fatores interferem na garantia de seguranga ao paciente, derivados
do inter-relacionamento de suas condi¢cdes pessoais, da qualidade dos servigos que
Ihe sdo prestados e da propria estrutura da organizacao (PINA et al., 2010). O tempo

de permanéncia da bactéria no ambiente hospitalar estabelece uma proporcao direta
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a maiores possibilidades de infec¢cdo dos usuarios e propagacao entre profissionais,
0 que explica os surtos de longa duracédo (LUNA; ARUJ, 2007).

Como A. baumannii multirresistente (AbMR) € particularmente capaz de
produzir surtos, € imprescindivel, para o controle de infec¢cao, o cumprimento rigoroso
das medidas previstas nas Precaucdes Padrdo e Alargadas, em conformidade com
os Guidelines for Isolation Precautions: Preventing Transmission of Infectious Agents
in Healthcare Settings, de 2007, e o Management of Multidrug-Resistant Organisms
In Healthcare Settings, de 2006, emanados pelos Centers for Disease Control and
Prevention — recomendacfes que orientam as Comissdes de Controle de Infecéo
Hospitalar das diferentes instituicbes de assisténcia em saude (ANVISA, 2010;
COELHO, 2012).

Diante de infec¢bes adquiridas por Acinetobacter na prestacdo de cuidados
de saude (IACS), € essencial conhecer sua epidemiologia e adotar medidas rigidas
de seguranca e protecdo ao paciente, tais como: isolamento do paciente
colonizado/infectado e cuidados com sua higiene, limpeza/higienizacado das maos dos
profissionais com solu¢cBes antissépticas e uso de equipamentos de protecdo (EPIS)
de forma diferenciada e adequada as diversas situacfes na prestacao dos servicos,
bem como medidas para desinfec¢cdo do meio ambiente e esterilizacao de materiais e
equipamentos médicos utilizados (como ventiladores). Tais medidas referem
condutas simples como formas de prevenir contra infecgcbes no contato com 0s
pacientes, consideradas até mesmo mais eficazes do que outras medidas preventivas
padrdo a aquisicao e disseminacado de bactérias multidrogas resistentes (MDR) em
hospitais (PIMENTEL et al., 2005; SIEGEL et al; RHINEHART; JACKSON;
CHIARELLO, 2007; PELEG; SEIFERT; PATERSON, 2008; KARAGEORGOPOULOS
et al., 2008).

A resiliéncia ambiental combinada com sua ampla gama de determinantes de
resisténcia faz do AbMR um patégeno bem-sucedido em ambiente hospitalar
(MARAGAKIS; PERL, 2008). Para o controle inicial da dispersdo do patégeno no
ambiente, € essencial, pois, que 0s pacientes infectados ou colonizados sejam
isolados, aplicando-se medidas de bloqueio por contato; se necessario, porém, outras
medidas mais rigorosas podem ser tomadas, como o fechamento de unidades para
se proceder a uma desinfeccéo completa e radical (LUNA; ARUJ, 2007). E a situagéo
especial e exemplar de ocorréncia de surtos, em que o reprocessa0000mento de

materiais e higienizagdo da unidade devem se traduzir em procedimentos de
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precaucao enfaticos para impedir que o local se transforme em fonte de in6culo do
AbMR (MARAGAKIS; PERL, 2008; APIC, 2010).

O rastreamento regular e sistematico de pacientes provenientes de outros
hospitais pode, igualmente, traduzir-se em outra medida visando conter surtos: trata-
se de uma estratégia que possibilita reduzir os casos de infec¢bes, quebrar sua
frequéncia e descontinuar sua ocorréncia, transformando-a em acidental e
inviabilizando sua passagem para niveis endémicos (COOPER et al., 2003).

Segundo Bierhals (2012), o tratamento das infec¢cbes provocadas por A.
baumannii era executado com a aplicacdo dos antibiéticos aminoglicosideos, B -
lactamicos e tetraciclina. Com o aparecimento e aumento das cepas resistentes a
esses antimicrobianos, os carbapenémicos tém-se revelado a terapia de escolha para
o tratamento das infeccbes causadas por esse patdgeno. Atualmente, porém, com o
surgimento de novas cepas resistentes aos carbapenémicos (AbMDR), restam aos
meédicos poucas opcdes terapéuticas (colistina e polimixina B) (CAUDURO, 2015).

De acordo com a Association for Professionals in Infection Control and
Epidemiology (APIC, 2010), a contengcdo da transmissdo de AbMDR, que estédo
associadas com o aumento da morbidade e mortalidade dos pacientes internados
(BIERHALS, 2012), se faz por meio da adocao de medidas objetivas: avaliar o risco;
promover a vigilancia continua das infec¢des; aderir a protocolos de limpeza e
higienizacdo das méos; implementar medidas de prevencéo padrao tomando-se por
base a transmissdo; manter sempre um ambiente descontaminado; avaliar a
existéncia de surto e, em existindo, estabelecer medidas imediatas para seu controle;
administrar antimicrobianos de modo comedido e racional (REBMANN;
ROSENBAUM, 2011).

3.5 NOVOS METODOS DE CONTROLE DE A. BAUMANII

As doencas infecciosas respondem pela segunda causa mortis em esfera
global (NATHAN, 2004). Essas infec¢gOes sdo seguidas por despesas exorbitantes de
tratamento, aumento da mortalidade e surtos. Segundo Alberti et al.,, (2002), as
infeccdes sdo responsaveis pela morte de 88 mil pessoas no mundo, gerando um
onus econdmico anual de 4,5 bilhdes. Segundo Blair et al., (2015), a resisténcia
antimicrobiana como um dos maiores desafios para a Medicina. Segundo Cardoso et

al. (2021), a exposicao inadequada das bactérias aos antimicrobianos tem levado ao
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desenvolvimento de mecanismos de resisténcias aos antibioticos e, em decorréncia,
a falhas terapéuticas frequentes, de forma que a disseminacdo da resisténcia
bacteriana devido as praticas indevidas (higiene e uso indiscriminado de antibiéticos)
tem dificultado, de modo crescente, o tratamento de pessoas com infec¢gdes. Novos
meétodos de intervencéo em infec¢des bacterianas ganharam importancia e mostraram
eficacia de opdes alternativas na antibioticoterapiam, entre eles a terapia com o0 0z6nio
(O3), que revelou beneficios substanciais na acdo antimicrobiana e cicatricial nas
lesbes cutaneas cronicas (CARDOSO et al., 2021).

Como o A. baumannii é persistente e habil em adquirir resisténcia a
antibioticos, exerce pressao seletiva sobre as drogas, especialmente em ambiente
hospitalar, tornando-se mais complexo evitar a criacdo de resisténcia em multiplos
medicamentos (MDR). O mecanismo de resisténcia mais relevante encontrado em
cepas analisadas foi a presenca de carbapenemase, que gera um grande desafio
clinico, microbiolégico e epidemioldgico na atividade médica (HART CASARES et al.,
2010; RARO et al.,, 2017). Esta resisténcia antibidtica se circunscreve em um
crescente continuo e amplia o tempo de hospitalizagdo do paciente (KOLLEF;
FRASER, 2001; HEIDARI-SOURESHJANI et al., 2017).

Em virtude dos efeitos colaterais e da resisténcia das bactérias as drogas, 0s
medicamentos fitoterapicos tém sido pesquisados como substitutos a terapia
convencional (SEFIDGAR et al., 2015) nos ultimos anos. Sabe-se que cerca de 30 a
50% dos medicamentos atuais sao extraidos de plantas medicinais, cujo emprego
teve aumento consideravel, embora ainda seja necessaria muita atencéo a esta forma
de terapia contra 0s micro-organismos patogénicos (COWAN, 1999; HEIDARI-
SOURESHJANI et al., 2016; ANDRADE et al., 2020).

Souza et al. (2005) consideram que as propriedades dos 0Oleos essenciais
sejam inseticidas, nematicidas, fungistaticas, antibacterianas e antiflngica. Estes
autores reportaram que uma avaliagdo da atividade antibacteriana por diferentes
meétodos evidenciou que o0s Oleos essenciais extraidos de partes aéreas de O.
basilicum sdo capazes de inibir parcialmente a acéo de Staphylococcus, Enterococcus
e Pseudomonas. De modo semelhante, ainda segundo Souza et al. (2005), estudos
sobre especiarias e seus subprodutos (como extratos e 6leos essenciais) igualmente
inibem a acao de patdgenos oportunistas, primarios, e mesmo a producao de toxinas

microbianas. Por isso, O conhecimento de possivel atividade antifungica dos 6leos
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essenciais é considerado de importancia relevante, pois abre possibilidades para se
obterem futuros medicamentos antifingicos de origem natural (KUME et al., 2021).

Extratos, 6leos essenciais e 6leos vegetais, produzidos por plantas, possuem
substancias com propriedades antimicrobianas provenientes de um metabolismo
secundario. As atividades antimicrobianas de extratos e 6leos de plantas nativas tém
sido reportadas por paises como Brasil, Cuba, india, México e Jordania, cuja flora é
diversificada e tém compilado uma tradicdo no uso de plantas medicinais com
finalidade antibacteriana ou antifungica (DUARTE, 2006; CARVALHO et al., 2020;
GUIMARAES et al., 2020; KUME et al., 2021), reportando apenas 44 espécies de
plantas (incluindo espécies nativas e exéticas) pertencentes a 20 familias com
atividade antimicrobiana eficiente.

Os 06leos vegetais sao ricos em lipidios insaturados que tém ligacdes duplas
carbono-carbono. Sua exposicdo ao O3 (oxigénio ozonizado) produz reacdo com
essas ligacoes, permite a formacéo de ozonideos e favorece a formacao de peroxidos,
hidroperoxidos e aldeidos, que “reagem com a membrana e o citoplasma das
bactérias causando aumento da permeabilidade celular e alteragdes citoplasmaticas”
(CARDOSO etal., 2021, p. 1), de modo que fica interrompido o crescimento bacteriano
e o efeito bactericida € induzido. Considera-se, também, que a ozonizacdo dos 6leos
vegetais tem eficidcia no tratamento contra bactérias multirresistentes, pois esses
microrganismos nao dispdem de ferramentas que impecam a acéo oxidativa do Os.
Em contato com a lesao, tais compostos também sdo capazes de ativar o sistema
imunoldgico e aumentar a vascularizacdo (CARDOSO et al., 2021).

Os 6leos essenciais apresentam compostos capazes de inibir, de forma direta
ou indireta, as enzimas bacterianas, cujo comportamento se assemelha ao dos
antibioticos, entendidos como capazes de matar a bactéria ou outros micro-
organismos, ou de inibir seu desenvolvimento (GUNSTONE, 2002; DUARTE, 2006).

Os 0leos essenciais e vegetais atingem um amplo espectro antimicrobiano e
agem tanto contra bactérias Gram-positivas (Bacillus cereus, Listeria monocytogenes,
Clostridium botulinum, Enterococcus faecalis, Staphylococcus ssp., Micrococcus ssp.
e Bacillus ssp.), como Gram-negativas (Campylobacter jejuni, Vibrio
parahaemolycitus, Pseudomonas fluorescens, Aeromonas hidrophyla, Shigella ssp.,
Salmonella entérica Typhimurium e Enteritidis, e Escherichia coli, Neisseria
gonorrhoeae, Acinetobacter baumannii), fungos (Aspergillus flavus, Aspergillus

parasiticus, Dermatéfitos) e leveduras (Saccharomyces cervisiae) (GUNSTONE,



30

2002; CARVALHO et al., 2020; GUIMARAES; OLIVEIRA; KOZUSNY-ANDREANI,
2020; KUME et al., 2021).

Como sao vérias as substancias das plantas medicinais com propriedades
antimicrobianas, Ahmad e Beg (2001) cogitaram a criagdo e implementacdo de
programas de triagem que poderiam revelar compostos e, em decorréncia, 0
desenvolvimento de novos antibiéticos. No entanto, existem limitacdes para as
investigacbes que visem determinar a capacidade terapéutica potencial dos 6leos
essenciais: caréncia de estudos experimentais prévios sobre suas possiveis
propriedades antibidticas, demanda crescente do conhecimento das concentracdes
inibitérias minimas (CIM) e real eficacia como agentes antimicrobianos (DUARTE,
2006; FRIEDMAN, 2015).

Tendo-se em vista os varios beneficios apresentados, Kume et al. (2021, p.
2-3) consideram a ozonioterapia® uma técnica de destaque como opcdo para o
tratamento de diferentes enfermidades. A técnica apresenta vantagens expressivas,
tais como “baixo custo, baixa invasividade, acdo antimicrobiana, facil aplicagao
sistémica ou local e auséncia de efeitos colaterais, intolerancia ou contraindicacdes
quando utilizada em doses terapéuticas” e se constitui um “método [...] utilizado tanto
na medicina humana como na medicina veterinaria”. Os beneficios comprovados do
uso de compostos dos Oleos essenciais ozonizados respondem por ampla atividade
biol6gica, bem como pelas atividades antimicrobianas e antifingicas (KOZUSNY -
ANDREANI et al., 2018; CARVALHO et al., 2020; UGAZIO et al., 2020).

2 0O Senado Federal reconheceu a aplicacdo medicinal da ozonioterapia por meio do Projeto de Lei n.

9001 e Projeto de Lei 227, ambos de 2017, que autorizam a prescri¢cdo do procedimento em todo o
territério nacional (BRASIL, 2017a,b). A pratica da ozonioterapia foi regulamentada pela Resolugéo
685, de 30 de janeiro de 2020. A Resolucdo reconhece como atribuicdo do farmacéutico os servigos
em ozonioterapia como pratica complementar e integrativa (BRASIL, 2020).
Entre as atribuic6es do farmacéutico para a pratica da ozonioterapia estao: a realizagdo da anamnese
farmacéutica, com avaliacdo de sinais e sintomas, identificagdo das necessidades do paciente para
utilizacdo da ozonioterapia como pratica complementar e integrativa; participar da formulacdo de
protocolos clinicos especificos para cada paciente; implementar os diferentes protocolos necessarios,
de acordo com o plano de cuidado; contribuir para a qualidade do tratamento baseando-se nas
melhores evidéncias; aplicar o 0zdnio medicinal de maneira isolada ou em combinacdo, em local
licenciado que atenda as normas sanitarias vigentes para a execucao desta atividade; acompanhar a
farmacoterapia com registro no prontuario do paciente; empregar equipamentos e materiais
apropriados, devidamente registrados na Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa); responder
tecnicamente pela aplicacdo de ozénio em clinicas ou hospitais, como na desinfeccdo de ambientes
e materiais diversos. E, pois, relevante que o farmacéutico conheca as caracteristicas dos 6leos
essenciais e ozonizados e suas aplicacbes terapéuticas, bem como as propriedades fisico-quimicas
do gas o0z6nio medicinal (BRASIL, 2020).
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3.6 CARACTERISTICAS DOS OLEOS VEGETAIS

O indice de acidez do Oleo é caracterizado pela rancidez hidrolitica,
proveniente da hidrolise da ligacdo éster por lipase e umidade, e corresponde a
guantidade de miligramas (mg) de hidroxido de potassio capaz de neutralizar os
acidos livres de um grama (g) da amostra. O indice de acidez aponta as condi¢des de
conservacdo dos Oleos, bem como a decomposicado dos glicerideos que pode ser
estimulada por aguecimento e exposi¢cdo a luz. Segundo Barthus (1999), Araujo

(2019) e Uieara (s.d.), a formacéo de acidos graxos acompanha a rancidez (Figura 2).

Figura 2 — Reacéo de determinacéo de acidos graxos livres
Triglicerideo + 3 H,O->Glicerol + Acido graxo
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Fonte: Adaptada de Barthus (1999)

A rancidez oxidativa é determinada pelo indice de peréxido, determinado pela
auto-oxidacdo dos acilglicerdis associados com acidos graxos insaturados por
oxigénio atmosférico (ARAUJO, 2019), que deteriora os caracteres sensoriais mais
modernos do 6leo devido a sua estabilidade. Quando sua concentracao atinge certo
nivel, ocorrem transformacfes complexas que formam compostos moleculares de
baixo peso originarios de sua degradacdo (ARAUJO, 2019; UIEARA, s.d.).

Na indicacdo do peso molecular dos &cidos graxos (alto ou baixo) recorre-se
ao indice de saponificacdo, que equivale a quantidade de base necesséaria para
saponificar determinada quantidade de 6leo ou gordura. Esse indice se expressa em
miligramas de hidroxido de potassio para uma amostra de um grama (BARTHUS,
1999; UIEARA, s.d.).

A Figura 3 evidencia a reacdo quimica de determinacdo do indice de

saponificacao.
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Figura 3 — Reacédo de determinacéo do indice de saponificacéo
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Fonte: Adaptada de Aradjo (2019)

O indice de iodo (indice total de insaturacdo) dos Oleos vegetais € obtido
gquando ndo existe conjugacdo das duplas ligagcbes entre os carbonos nem
posicionamento adjacente a carboxila, com adi¢cdo incompleta ou ndo quantitativa de
halogénios (BARTHUS, 1999; MORETTO; ALVES, 1998). Assim, a adicdo de 100
gramas da amostra de halogénio expressa o peso de iodo (MORETTO; ALVES, 1998).

A umidade, expressa a 105°C % m/m, é caracterizada como importante fator
de controle de qualidade no processamento de 6leos, uma vez que ela degrada o 6leo
por hidrélise. Devem, pois, ser analisados e considerados os insollveis orgéanicos,
compostos oxidados e outros contaminantes que alterem odor, paladar e cor no
processo de refino e desumidificacdo dos 6leos. O residuo da umidade é dissolvido
pela queima de éter de petréleo em mufla a 550°C e, dessa forma, obtém-se os
insolaveis totais, cujas cinzas sdo expressas em % m/m. Assim, o nimero de gramas
de insoltveis no éter é calculado diminuindo-se do peso de insollveis totais 0 nimero
de gramas de cinzas relacionados (MORETTO; ALVES, 1998).

3.6.1 Métodos de caracterizagdo de 6leos vegetais

Varios sédo os méetodos descritos na literatura para se determinarem os indices
dos Oleos vegetais, tais como acidez, saponificagdo, iodo, peroxido. Para a
determinacdo quantitativa desses indices, o Instituto Adolfo Lutz (PREGNOLATTO;
PASCUET, 1985), a American of Official Analytical Chemistis (AOAC, 1990) e a
Farmacopeia Brasileira (BRASIL, 2010) empregam a volumetria. Por seu turno, a

Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), com vistas a protecdo a saude da



33

populacdo, determina as caracteristicas minimas de qualidade para os Oleos e
gorduras vegetais (BRASIL, 2010).

No presente trabalho, todavia, além da revisdo da literatura, foi utilizado o
método da cromatografia a gas, cujas caracteristicas e peculiaridades estao descritas
a sequir.

A cromatografia a gas refere uma técnica de caracterizacdo de acidos graxos
em amostras — um processo fisico-quimico que permite separar sélidos em uma
solucao, baseado na distribuicdo das substancias entre uma fase estacionéria (sélida
ou liquida) e uma fase movel (gasosa) (LANCAS; MCNAIR; BONATO, 1983;
COLLINS; BRAGA, 1995). Gases ou substancias volatilizaveis podem ser separados
dos 6leos por meio da “cromatografia a gas” (ou gasosa), que possibilita analisar os
acidos graxos e determinar a composicao de 6leos comestiveis. Alguns valores s6
podem ser detectados por meio deste método, porque os componentes fisico-
quimicos do produto final se precipitam dentro do 6leo puro (LANCAS; MCNAIR;
BONATO, 1983; COLLINS; BRAGA, 1995).

Em um sistema de injecdo, introduz-se a amostra em uma coluna em fase
estacionaria. Quando a area for proporcional a massa do analito, o detector gera um
sinal (um pico), cuja area permite determinar a concentracdo de cada um dos
componentes da amostra. As substancias sdo vaporizadas a temperaturas
apropriadas no local de injecdo da amostra e na coluna; de acordo com suas
caracteristicas e fase estacionaria, séo retidas por tempos definidos, mas saem da
coluna em tempos diferentes, o que permite sua detec¢éo e quantificacdo (LANCAS,;
MCNAIR; BONATO, 1983). Uma cromatografia a gas eficiente, por constituir-se uma
técnica que proporciona separacdo analitica, possibilita analisar dezenas de
substancias simultaneamente com infimas quantidades de analito (COLLINS;
BRAGA, 1995).

Quando se trata de analise de substancias volateis e termicamente estaveis,
a cromatografia a gas é uma técnica a ser empregada eficazmente; no entanto,
compostos de baixa volatilidade e termicamente instaveis (caso de aminoéacidos,
acidos graxos e acUcares) necessitam sofrer derivatizacdo que os transforme em
substancias volateis e termicamente estaveis para que se separem e determinem
seus componentes. Assim a derivatizacdo, em cromatografia a gas, permite analisar

praticamente qualquer substancia (ARAUJO, 2019).
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3.6.2 Propriedades do 6leo de canola

S&o trés as espécies das cultivares de canola: Brassica napus, B. rapa e B.
juncea. Pertencentes a familia Brassicacea (Cruciferae), sdo compostas por cerca de
3 mil espécies de plantas. Cultivadas desde a pré-historia, suas raizes, caules, folha,
flores e grdos sdo empregados no consumo humano e outros usos. Substancias
naturais toxicas da planta (acido erucico e glucosinolatos, presentes na Brassica
napus) tornavam-na imprépria ao consumo humano ou animal (GRIMALDI; TOMM.
2017).

O género Brassica engloba mais de 100 espécies vegetais caracterizadas,
incluindo a Brassica napus L., conhecida como colza ou canola, entre as quais estao
algumas de grande interesse agrondmico. As brassicas detém uma grande variedade
de sementes, tubérculos, flores, frutos e folhagens, destinados ao consumo humano
e animal. O género Brassica tem despertado interesse nos setores industrial e de
alimentos por englobar espécies que constituem a terceira maior fonte de 6leo do
mundo. A Brassica napus é a espécie mais cultivada no Brasil devido a sua
capacidade de adaptacao as condicdes tropicais e produz 6leo de alta qualidade nas
regides mais frias do sul do Brasil, embora seu cultivo seja insuficiente para atender a
demanda de 6leo para consumo humano (BASSEGIO; ZANOTTO, 2020).

Entre as espécies de Brassica, destaca-se a colza ou canola, Brassica napus
L. e sua variante oleifera Brassica rapa L. (ESTEVEZ et al., 2014), tradicionalmente
cultivada para extracdo de 6leo vegetal alimenticio ou industrial (RIBEIRO, 2014).
Brassica napus L. (também conhecido como nabo) é um dos vegetais mais
amplamente cultivados e mais antigos do mundo. Importante como fonte de dleo,
Brassica rapa L. também é empregado como medicamento tradicional no tratamento
de dores de cabecga, dores no peito, reumatismos, edemas, gonorreia, sifilis e raiva
(PAUL et al., 2019). O 6leo de canola detém menos de 10% de acidos graxos
saturados, o que o elege como um dos 6leos mais recomendados para O uso
domeéstico. Seu uso auxilia na reducdo da ingestdo de acidos graxos da seérie
Omega-6, que sado precursores de diversos compostos responsaveis por origem
inflamatoria. A canola €, também, uma oleaginosa de maior produtividade no mercado
e seu consumo € considerado seguro pela Food and Drug Administration (FDA)
(GRIMALDI; TOMM, 2017).
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O oleo de canola é considerado um dos 0Oleos vegetais mais saudaveis para
o consumo humano. Possui elevada quantidade de Omega-3, vitamina E, elevado teor
de monoinsaturados e altas concentragdes de acido oleico, linoleico e alfa-linoleico,
que agem como substancias cardioprotetoras; o 6leo de canola traz beneficios a pele,
saude do coracdo, controle de peso e contra o diabetes (LOGANES; BALLALI;
MINTO, 2016). Seu consumo € sugerido pela Organizacdo Mundial de Saude,
principalmente porque o Oleo de canola estd associado ao controle dos niveis
plasmaticos de colesterol e a reducdo no risco de doenca arterial coronariana
(RIBEIRO, 2019). O &cido oleico reduz as lipoproteinas de baixa densidade (LDL —
associado ao aumento de doenca cardiovascular), sem afetar as lipoproteinas de alta
densidade (HDL, que protege o individuo contra a aterosclerose), e mostra atividade
anti-hipertensiva e anti-inflamatodria (LOGANES; BALLALI; MINTO, 2016).

O odleo de canola (Brassica rapa L. e sua variante Brassica napus L.),
comparado com outros Oleos existentes, ainda apresenta teor de acidos graxos
saturados inferior (7%), alto teor de monoinsaturados (61%) e poli-insaturados (32%),
acido alfa-linoleico ou 6mega 3 (11%). De cor amarelada, o 6leo de canola tem sabor
e odor caracteristicos (MOHAMMADI et al., 2014). O 6leo das sementes de Brassica
deve conter menos de 2% de &cido erdcico, embora, atualmente, os valores
encontrados deste acido graxo no 6leo de canola sejam inferiores a 0,2%, enquanto
a torta desengordurada e seca deve conter menos de 30 micromoles de um ou
qualquer mistura de glucosinolatos (3-butenyl glucosinolato, z-pentenyl glucosinolato,
z-hydroxy-j butenyl glucosinolato, e z-hydroxy- z-pentenyl glucosinolato) por grama
(GRIMALDI; TOMM, 2017).

Investigacdo farmacolégica em nabos aponta que o 6leo de canola é
antimicrobiano, antitumoral, anti-inflamatorio, cardioprotetor, hipolipemiante,
hepatoprotetor, antidiabético, nefroprotetor e propriedades analgésicas, além de
promover alivio ou diminuigdo da obesidade e da sindrome metabdlica (PAUL et al.,
2019).

3.6.3 Propriedades do 6leo de coco
A espécie Cocos nucifera L., popularmente conhecida como coco-da-praia ou

coco-da-Bahia, € uma planta tipica do nordeste brasileiro, da familia Arecaceae

(Palmae), subfamilia Cocoideae. Monocotiledénea, possui duas principais variedades:
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a Tipica (gigante) e a Nana (and). Do cruzamento das duas variedades resulta um
hibrido, mais cultivado (GUNSTONE, 2002; MACHADO; CHAVES; ANTONIASSI,
2006).

Da polpa do coco fresco maduro se obtém o Oleo de coco, em cuja
composicdo estdo acidos graxos saturados (mais de 80%) e &cidos graxos
insaturados. Os acidos graxos saturados sdo representados pelos acidos caproico,
caprilico, céprico, laurico, miristico, palmitico e esteéarico; os insaturados s&o
representados pelo oleico e linoleico. O éleo de coco também se destaca por ter uma
concentracdo acima de 40% de acido laurico. As gorduras lauricas possuem
propriedades fisicas importantes em relacdo a oxidac&o, ndo enzimatica, porque tém
temperatura de fusdo baixa e bem definida (24,4 - 25,6°C) (MACHADO,; CHAVES;
ANTONIASSI, 2006; OLIVEIRA et al., 2014).

O dleo de coco possui propriedades farmacoldgicas diversas, dentre as quais
se podem destacar a acdo antibacteriana, antiviral e antiprotozoaria determinada pela
presenca de 4cido laurico, que se transforma em monolaurina — um monoglicerideo
que destréi a capa lipidica de véarios micro-organismos como Candida albicans,
citomegalovirus, clamidia, estreptococos, giardia, H. pylori, herpes, influenza,
Neisseria ghonorreae, S. aureus, Streptococcus agalactiae, virus HIV, entre outros. A
grande vantagem da monolaurina € que sO atua contra agentes patogénicos, sem
afetar as bactérias benéficas a microbiota intestinal. Dessa forma, o acido laurico tem
atividade antimicrobiana ao inativar bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(ENIG, 1997; LIAU et al., 2011; CARVALHO et al., 2020).

O o6leo de Cocos nucifera L. € composto de gorduras saturadas possuindo
70% a 80% de acidos graxos de cadeia média (AGCM), por isso, encontra-se na forma
liguida (MACHADO; CHAVES; ANTONIASSI, 2006). Os AGCM tém rapida absorcao
no intestino sem a necessidade de utilizacdo de lipase pancreética; sdo rapidamente
oxidados, geram energia, nao participam do ciclo do colesterol nem sdo armazenados
em forma de gordura. A absor¢do dos acidos graxos de cadeia longa (AGCL),
presentes em gorduras saturadas de outros Oleos vegetais, é feita por lipase
pancreatica, sendo transportados pela linfa para a circulacdo sistémica na forma de
quilomicrons para, depois, atingir o figado, onde passam por beta-oxidacao,

biossintese de colesterol, ou séo ressintetizados como triglicerideos (ENIG, 1997).
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3.6.4 Propriedades do azeite de dendé

O dleo de palma destaca-se por se tratar de uma matéria-prima com grande
potencial de aplicagdo em diversos produtos. Tem como importancia sua
caracteristica semissolida em temperatura ambiente (25°C), constituindo-se esta
propriedade fisica uma possibilidade interessante para uma infinidade de usos em
alimentos, como margarinas, 6leos para fritura, dentre outros (SANTOS, 2014).

O 6leo de palma é extraido do mesocarpo do dendezeiro, o Elaeis guineensis
N. J. Jacquin (de origem africana) e Elaeis oleifera (América do Sul); é considerado o
6leo mais produzido no mundo, totalizando 63 milhdes de toneladas, das quais 80%
s&o provenientes da Asia (BALASUNDRAM et al., 2003; OLUBA et al., 2009).

O modo rustico de extracdo do azeite de dendé é uma caracteristica tipica da
producado do 6leo de palma, além da grande variedade de produtos comercializados
em feiras e supermercados (CURVELO et al., 2011). Para a extracdo do azeite de
dendé, comprime-se a polpa ou mesocarpo dos frutos da palmeira Elaeis guineensis,
composto por 50% de gordura saturada, 40% de &cidos graxos monoinsaturados
(MUFAS) e 10% de &cidos graxos poli-insaturados (PUFAS). E rico em &cidos laurico
(12:0), miristico (14:0), palmitico (16:0), acido oleico (18:1), vacénico (18:1cisl),
linoleico (18:2), linolénico (18:3), araquidico (20:0), pré-vitamina A (betacaroteno),
vitamina E (tocofeiros e tocotriendis — considerados antioxidantes), vitamina K,
CoQ10, esqualeno, fitosterois, flavonoides, acidos fendlicos e glicolipidios
(BALASUNDRAM et al., 2003; OLUBA et al., 2009; ALMEIDA, 2011).

A terapéutica natural emprega suas folhas e frutos como emoliente e
antirreumatico. Estudos da Medicina tradicional em Gana, na Africa, evidenciaram que
0 Oleo de dendé atua contra malaria, com resultados iniciais promissores. Outras
pesquisas realizadas na Guiné-Bissau, Nigéria, Australia e Colémbia demonstraram
gue extratos e 6leo do fruto que possuem atividade antioxidante, inseticida, vermifugo
e tenifugo, além de antibiético e anti-inflamatorio nas dermatoses persistentes (GOH
et al., 1994; PANZA et al., 2009; ASASE; AKWETEY; ACHEL, 2010; SANTOS, 2014,
WANTUIL, 2016).

In natura, o 6leo de dendé representa uma fonte natural rica em carotenoides,
com cerca de 700 a 1.000 ppm de concentracdes, principalmente de betacarotenos e
alfa-carotenos. E aplicado suavemente aquecido ou sob forma de emplastros, sendo

utilizado na recuperagcdo de anémicos. Seus frutos manifestam propriedades


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Akwetey%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20382213
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Achel%20DG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20382213
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medicinais significativas de acdo gastroprotetora. Os tocotriendis do 6leo de palma
exibem atributos anticancerigenos, apresentando-se, em humanos e ratos, mais
eficientes na inibicdo do crescimento de tumores do que os tocoferois (PANZA et al.,
2009).

Wantuil (2016) considera que o consumo mundial de dleo de palma se distribui
em 71 % alimentos (margarina, alimentos processados, cereais, biscoitos, chocolate,
dentre outros), 24% produtos de consumo (cosméticos, detergentes, velas e outros) e
5 % energia (eletricidade, aquecimento e combustivel). Assim, o 6leo de palma
apresenta vantagens sedutoras que néo se resumem apenas a sua multiplicidade de
uso. Outrossim, trata-se de uma lavoura eficiente, e sua producao de 6leo por hectare
€ dez vezes maior do que a da soja por exemplo. Seu cultivo utiliza 5% de terra,
produz-se um total de 38%. Seu elevado emprego por industrias de processamento
de alimento, cosméticos, sabdes, entre outros usos, se explica pela sua produtividade
e baixo custo de producao, que torna o cultivo da palma, relativamente, o mais barato
do mundo (WANTUIL, 2016).

Na culinaria, o 6leo de palma apresenta boas caracteristicas para frituras,
porque contém pequenas quantidades de acido linoleico (10%), tracos de linolénico
(muito susceptiveis a oxidacao) e alto teor de 4cidos graxos monoinsaturados e de
antioxidantes naturais (carotenoides, tocoferdis e tocotriendis), o que proporciona
maior resisténcia a temperaturas elevadas. O 6leo de palma entra como ingrediente
em diversos pratos da culinaria baiana (moquecas, vatapa, xinxim de galinha, caruru
e acarajé). Os bolinhos sdo elaborados com feijdo fradinho descorticado, cebola
ralada e sal, e fritos por imersdo em 6leo de palma bruto, geralmente servidos em
porcdes individuais e acompanhados de recheio de vatapa, camarao, caruru e salada.
Em Salvador, Bahia, sdo amplamente comercializados nas ruas pelas baianas de

acarajé. O acarajé é considerado patriménio imaterial do pais (CURVELO etal., 2011).

3.7. PROPRIEDADES FiSICO-QUIMICAS E ANTIMICROBIANAS DO O0ZONIO

Em hospitais, 0s pacientes internados estao expostos a uma ampla variedade
de patdégenos, particularmente em Unidade de Terapia Intensiva, onde s&o rotineiros
os procedimentos invasivos e a administracdo de antimicrobianos potentes de largo
espectro (MOURA et al., 2007).



39

O Plano de Acao Global em Resisténcia Microbiana, aprovado em 2015 pela
Assembleia Mundial de Saude, objetivou garantir a ininterrupcdo da capacidade de
tratar e precaver enfermidades infecciosas empregando drogas eficazes, seguras e
com qualidade comprovada, usadas de forma responsavel e que sejam acessiveis a
todos os que delas necessitam. Salientou-se, principalmente, a necessidade de se
implementarem acdes eficazes de higiene e saneamento como medidas de prevencao
a incidéncia de infeccbes hospitalares e da comunidade (WHO, 2015,2016).

Dessa maneira, a busca por métodos antimicrobianos capazes de inviabilizar
e neutralizar os agentes patogénicos nesses locas tornou-se imprescindivel a fim de
se atingirem as metas propostas pelo plano global. Entre essas tecnologias salientam-
se as de alta pressao hidrostética, irradiacéo, radiacdo UV, campo elétrico pulsado,
luz pulsada, ultrassom, homogeneizacdo e ozodnio, destacando-se este Ultimo por
suas propriedades antimicrobianas e por ser totalmente degradavel em oxigénio sem
deixar residuos ou produtos toxicos (TIWAR et al., 2009; TIWARI et al., 2010).

Existem inlUmeras areas de aplicacdo de o0zbdnio, como o saneamento de
equipamentos, higiene de superficies, reuso de &guas residuais entre outros
(MOHAMMAD; NAJAFI; KHODAPARAST, 2009; TIWARI et al., 2010; RENSI et al.,
2014; CANADA et al. 2014; ZANZARINI, KOZUSNY-ANDREANI, 2019; ABELAN et
al., 2020). Considerado o &tomo de oxigénio um oxidante potente, 0 0zénio (Os) possui
alta reatividade, penetrabilidade e decomposi¢do natural como caracteristicas de um
produto inofensivo (O2). Seu alto poder de oxidacéo torna-o capaz de desinfectar,
esterilizar e sanitizar em menor tempo de contato e concentracao, o que o torna um
bom agente para esterilizacdo, isento de residuos quimicos e seguro contra micro-
organismos que sao incapazes de resistir a oxidacdo (TIWARI et al., 2009;
MOHAMMAD; NAJAFI; KHODAPARAST, 2009; RENSI et al., 2014; WHO, 2016;
WANG et al., 2016; GONZAGA; KOZUSNY-ANDREANI, 2018; KOZUSNY-
ANDREANI et al., 2018). Esta propriedade também o torna excelente antioxidante em
doencas arteriais, sistema imunoldgico e descontaminacdo de ambientes fechados
(WYSOK; URADZINSKI; GOMOLKA-PAWLICKA, 2006; WYSOK; URADZINSKI,
GOMOLKA-PAWLICKA, 2006; SILVA et al., 2011; WHO, 2016; BRODOWSKA,;
SMIGIELSKI, 2013).

O ozobnio é 52% mais potente que o cloro, o que lhe confere uma vantagem
potencial importante, além de ser eficaz a um amplo espectro de micro-organismos

em comparacdo com o cloro e outros desinfetantes. Como requer baixas


https://www.cabdirect.org/cabdirect/search/?q=au%3a%22Tiwari%2c+B.+K.%22
https://www.cabdirect.org/cabdirect/search/?q=au%3a%22Tiwari%2c+B.+K.%22
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concentracfes do gas por curto tempo para inativa-los, tem a atividade microbicida
efetiva na membrana celular bacteriana, causando danos tanto as membranas
celulares quanto a componentes citoplasmaticos, o que inativa a acao de bactérias e
fungos (THANOMSUB et al., 2002; NASCENTE et al., 2019).

Portanto, o ozbnio age, primariamente, sobre a parede celular dos micro-
organismos e reage contra varios constituintes como as glicoproteinas, glicolipideos,
enzimas e aminoacidos da parede celular, interagindo com substancias
citoplasmaticas e nucleicas, degradando purinas e pirimidinas do DNA, como ocorre
com alguns virus em que o ozonio destr6i 0 RNA e altera as cadeias polipeptidicas,
produzindo a desnaturacdo dos componentes celulares, interferindo na
permeabilidade, provocando sua lise em tempo minimo de contato e inibindo a
recuperacdo dos micro-organismos apos o ataque (KIM; YOUSEF; DAVE, 1999;
KADRE; YOUSEF; KIM, 2001; THANOMSUB et al.,, 2002; GUZEL-SEYDIM;
GREENE; SEYDIM, 2004). Quando penetra na célula, o 0zénio recombina-se com
elementos citoplasméaticos, oxida aminoacidos e acidos nucleicos, clivando-os e
promovendo a morte celular (VELANO et al., 2001).

O ozbnio diferencia-se de outros agentes biocidas pelo seu mecanismo de
destruicdo dos micro-organismos: ao agir diretamente na parede da célula, rompe-a,
inviabiliza sua recuperacdo apos oxidacdo e causa sua morte em menor tempo de
contato (KIM; YOUSEF; DAVE, 1999; VELANO et al., 2001; KADRE; YOUSEF; KIM,
2001; THANOMSUB et al., 2002; GUZEL-SEYDIM; GREENE; SEYDIM, 2004).

Lapolli et al. (2003) admitiram que a oxidac&o e a inativacao de bactérias pelo
ozobnio sdo rapidas, além de nao especificas em relacdo aos constituintes celulares,
podendo agir sobre as bases dos acidos nucleicos. Em esporos, ao degradar a
camada de revestimento da célula, expde o cortex e o nucleo a oxidagcdo. Em geral,
bactérias Gram-negativas como Escherichia coli, Salmonella Typhimurium, Yersinia
enterocolitica, Pseudomonas aeruginosa apresentam maior sensibilidade potencial ao
tratamento com o0z6nio do que as Gram-positivas (KHADRE; YOUSEF; KIM, 2001,
SILVA et al.,, 2011; CHIATTONE; TORRES; ZAMBIAZI, 2008; BRODOWSKA,;
SMIGIELSKI, 2013; AMORIM et al., 2013; CAJAMARCA, 2015).

No entanto, ha fatores que interferem na sensibilidade das bactérias ao
ozobnio, tais como estirpe, idade da cultura, densidade da populacédo e estagio de
crescimento, concentracdo celular, tipos de micro-organismos, meios de cultura,

temperatura, a concentragcdo de o0zo6nio, tempo de exposicdo e o método de sua


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thanomsub%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12469318
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thanomsub%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12469318
http://www.scielo.br/cgi-bin/wxis.exe/iah/?IsisScript=iah/iah.xis&base=article%5Edlibrary&format=iso.pft&lang=i&nextAction=lnk&indexSearch=AU&exprSearch=VELANO,+HELENA+ENGEL
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thanomsub%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12469318

41

aplicacdo (KHADRE; YOUSEF, 2001; LAPOLLI et al., 2003; AMORIM et al., 2013;
CAJAMARCA, 2015; RAMOS et al., 2016; KOZUSNY-ANDREANI et al., 2018).

Considerado potente oxidante e aplicado como desinfetante em aguas
potdveis e residuais (ALVAREZ; O’BRIEN, 1982; BOSSCHE; WUSTMANN;
KRIETEMEYER, 1994; GUNDAROVA et al., 1996; LEGNANI et al., 1996; ARANA et
al., 1999; DIAZ et al., 2006), o ozénio também tem sido usado em grande nimero de
indicagbes médicas sob diferentes formas (FINCH et al., 1993; ALVAREZ et al., 1997;
MORRIS; MENENDEZ, 1997; LINCHETA et al., 1998; KOMANAPALLI; LAU, 1998),
uma vez que ele atua na degradacdo e morte de bactérias (SAWADAISH et al.,;
ISHIZAKI, 1986). A analise estrutural do ARNt mostrou que a degradacdo ocorre
preferencialmente em residuos de guanina (SHINRIKI et al., 1981).

A ozondlise do DNA superenrolado também foi demonstrada (SAWADAISHI
et al., 1986), configurando-se as proteinas e os lipidios como alvos importantes na
aplicacado do ozénio, que afeta diretamente a membrana bacteriana (SECHI et al.,
1999; PRYOR; UPPU, 1993). Ele fracciona proteinas nos residuos de triptofano
mesmo diante das diferencas em aminoacidos e peso molecular (PRYOR; UPPU,
1993), enquanto a reacao com lipidios ocorre nas ligacdes duplas carbono-carbono
presentes em acidos graxos insaturados, o que resulta em diferentes produtos toxicos,
como peréxido de hidrogénio, hidroxidroperoxidos e aldeidos (PRYOR; UPPU, 1993;
LEGNANI et al., 1996; LEZCANO et al., 1998).

A administracao terapéutica do ozo6nio, conhecida como terapia de 0z6nio,
surge como um possivel tratamento para a reparacdo de tecidos, pois promove a
cicatrizacdo de feridas. Tem propriedades bactericidas, antivirais e antifungicas e tem
sido utilizado como recurso terapéutico no tratamento da inflamacdo. Os efeitos
benéficos sdo decorrentes da cicatrizacdo de feridas, pela reducdo da infeccao
microbiana, efeito de desbridamento, modulacdo da fase inflamatéria, estimulo a
angiogénese bem como reacdes bioldgicas e enzimaticas que favorecem o
metabolismo do oxigénio, melhorando a cicatrizacao da ferida (ANZOLIN et al., 2020;
VIOTTO et al., 2020).

O o0z6nio ndo contamina a atmosfera nem possibilita resisténcia bacteriana a
esta substancia. Sua aplicacdo pode ser mais extensa, variando do tratamento de
infeccbes graves ou profundas, como as causadas por H. pylori e S. aureus
(LEZCANO et al., 1998; YAMAYOSH; TATSUMI, 1993), a infeccdo da epiderme
(ALVAREZ; O’BRIEN, 1982). Gundarova et al. (1996), Finch et al. (1993) e Sawadaishi


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Legnani%20PP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9353542
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/0005278781900411#!
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Legnani%20PP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9353542
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et al. (1986) relataram que solucdes ozonizadas diferentes foram utilizadas com
sucesso contra infec¢cdes como otite, infeccdes intraoculares e vaginite.

O o0zbnio pode ser infundido em Oleo, neste processo reage com as duplas
ligacdes dos &cidos graxos presentes nos 6leos vegetais, formando principalmente
ozonideos (1,2,4-trioxolanos) e peroxidos como hidroperoxidos, H202, peroxidos
poliméricos e outros peroxidos organicos (ALMEIDA et al., 2012; ZANARDI et al.,
2008).

O tratamento de feridas com 6leos vegetais ozonizados leva a criagdo de um
reservatorio de oz6nio que é liberado lentamente na pele, gracas ao fato de que o
0zo6nio pode ser mantido como ozonideo de acidos graxos insaturados (UGAZIO et
al., 2020)

Os Oleos ozonizados, além de promover a cura, reduzem o0s sintomas
relacionados a queimaduras na pele, evita a hiperpigmentacéo pds-lesdo e reduz a
dor das Ulceras aftosas. Portanto, o 6leo ozonizado representa uma alternativa
terapéutica eficaz e barata que deve ser implantada no sistema publico de salde
(ZANARDI et al., 2008).

O interesse no uso de Oleos ozonizados significou que varios produtos
contendo 0Oleo vegetal ozonizado foram comercializados como agentes cosméticos e
farmacéuticos, e em produtos téxteis inovadores com atividade antibacteriana. Novas
abordagens para a entrega de 6leos ozonizados surgiram muito recentemente na
tentativa de melhorar suas caracteristicas e reduzem desvantagens, como odor
desagradavel, alta viscosidade e efeitos indesejaveis na pele, incluindo irritacées e
erupcdes cutaneas (UGAZIO et al., 2020).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 LINHAGEM BACTERIANA E MEIOS DE CULTIVO

Foi utilizada a linhagem de Acinetobacter baumannii ATCC 17978 (American
Type Culture Collection), mantida na colecdo de micro-organismos do laboratério de
Microbiologia da Universidade Brasil, campus de Fernanddépolis. Foram empregados
0 meio agar sangue (Oxoid®) e incubacdo a 37°C por 24 horas (Figura 4) para a

reativacao da linhagem.

Figura 4 — Linhagem de Acinetobacter baumannii ATCC 17978, cultivada em meio
____agar sangue _

Fonte — Autoria propria (2019)

Posteriormente, trés a quatro colénias da linhagem de Acinetobacter
baumannii cultivadas anteriormente em agar sangue foram inoculadas em meio Brain
Heart Infusion Broth (BHI, Oxoid®) e incubadas em condi¢cdes de aerobiose por 24
horas a 37°C, quando se procedeu a centrifugacéo (4000 rpm) por cinco minutos. Em
seguida, o sobrenadante foi desprezado e o material precipitado ressuspendido em
DMSO (dimetilsulfoxido,Synth®) e, novamente, submetido a centrifugacdo. Esse
procedimento foi repetido cinco vezes visando retirar 0S componentes existentes no
meio de cultura (RAMOS et al.,, 2016) que poderiam interferir na avaliacdo da

concentracéo inibitéria minima (CIM).
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Apoés esse procedimento, a suspensao bacteriana foi diluida em DMSO até
atingir a turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de Mac-Farland standard
(BioMérieux, Marcy-I'Etiole, France), equivalente a concentracdo de 1,5x108 UFC mL.
1, Posteriormente foram realizadas diluicdes seriadas para atingir a concentracéo de
108 UFC mLt. Essa suspensdo bacteriana constituiu o inéculo para avaliacdo
antibacteriana dos 06leos pela técnica de microdiluicdo em placas (CLSI, 2012, 2020),
para obtencdo da concentracgéo inibitéria minima (CIM) da concentracdo bactericida
minima (CBM) e a cinética bactericida dos 0leos essenciais.

4.2. OLEOS VEGETAIS

Foram utilizados 6leos vegetais de Brassica napus L. (canola, Liza®), Cocos

nucifera L. (coco, Katigua®), Elaeis guineensis. Jacq. (dendé, Hemmer®).

4.2 OZONIZACAO DOS OLEOS VEGETAIS

Para a ozonizacéo, foi empregado 1 litro de cada 6leo vegetal. O 0z6nio foi
produzido por meio de um gerador que tem como principio o efeito corona (Ozon &
Life, 1,5 RM, registro ANVISA 81509100001 (Figura 5) e o oxigénio puro foi fornecido
por cilindro de oxigénio. O ozonio produzido de forma constante pelo equipamento foi
levado para o difusor por um tubo de silicone, gerando, assim, 15ug minuto de
ozonio.

Os 6leos vegetais foram expostos ao 0zénio de forma direta por meio de um
difusor durante um periodo de 4 horas, enquanto o 6leo de coco foi ozonizado por 6
horas. Todo o procedimento foi conduzido em temperatura controlada de 25°C em
uma capela de exaustao da marca Quimis modelo 216.11, visando minimizar os riscos
de inalacdo do gés 0zb6nio, obedecendo as normas internacionais de seguranca.

ApOs ozonizagéo, os oOleos foram avaliados quanto a sua esterilidade, sendo
retirado 0,1mL de cada 6leo e inoculado em placas de Petri contendo meio agar
triptecaseina de soja (TSA,Oxoid®), incubado a 37 °C por 24/48 horas, quando foi
verificada a auséncia de crescimento bacteriano. Foi considerado estéril o 6leo que
nao apresentou nenhuma colénia. Os Oleos ozonizados foram mantidos sob

refrigeracéo (8°C).
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Figura 5 — Gerador de oz6nio O&L 1,5 RM

Fonte: Acervo do autor (201)

Os célculos para determinacdo da acdo antibacteriana de cada um dos 6leos
vegetais, bem como a variacdo da carga microbiana serdo efetuados com base na
equacao 1 (KUME et al., 2021):

(Contagemg 399, —Contagemg gy,)

Contagem microbianag (%) =
g 6leo essenctal( A)) Contagemg,gy,

4.3 EFICIENCIA ANTIBACTERIANA DOS OLEOS OZONIZADOS

Na suspensdo de linhagem de Acinetobacter baumannii ATCC17978, na
concentracédo de 1,0x108 UFC mL™%, foi utilizado o teste de sensibilidade bacteriana
aos respectivos 6leos ozonizados e in natura, baseado na diluicdo dos 6leos em
placas de microdiluicdo (Figura 6) para determinacdo da Concentracdo Inibitoria
Minima (CIM), de acordo com a metodologia preconizada pelo National Committee for
Clinical Laboratory Standard (CLSI, 2012,2020).

Inicialmente, realizou-se a diluicdo dos oOleos. Para tal fim, foram distribuidos
50 pL de caldo BHI nas cavidades das microplacas. Nos primeiros poc¢os foram
adicionados 50 pL dos 6leos, obtendo-se uma diluicdo de 50% (1/2). Posteriormente,
foram realizadas diluicbes seriadas nos 6 pocos subsequentes, retirando-se 50 uL do
poco de maior concentragdo para o seguinte, até a obtengao da concentracdo 0,781%
(1/128). Assim, a série de diluicbes obtidas corresponderam a 50% (1/2), 25% (1/4),
12,5% (1/8), 6,25% (1/16), 3,125% (1/32), 1,562% (1/64) e 0,781% (1/128). Em
seguida, foram adicionados 50 pL da suspenséo bacteriana (turbidez a 0,5 da escala

de Mac-Farland) em cada cavidade com as diluicbes dos 0Oleos (em triplicata). O
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experimento foi controlado por séries de diluicbes de DMSO com suspensdes
bacterianas e de 0leos isentos de suspensfes bacterianas (controles positivos); no
controle negativo, foi verificada a viabilidade da linhagem com inoculagdo da
suspensao bacteriana em caldo BHI; os experimentos realizados em triplicata.

As microplacas foram incubadas a 37°C por 24 horas, em condi¢cdes de
aerobiose. Ao término desse periodo, determinou-se a CIM, que foi definida como a
menor concentracdo do 0leo capaz de inibir o crescimento bacteriano.

Para se determinar a CIM, foi adicionado, em cada poco, o corante 2,3,5-
Triphenyltetrazolium Chloride (TTC, Merck KGaA, Darmstadt, Alemanha), no volume
de 50uL, que reflete a atividade das enzimas desidrogenases envolvidas no processo
de respiracdo. Pela hidrogenacdo do TTC, é produzida nas células vivas uma
substancia vermelha, estavel e ndo difusivel — o trifenil formazan. Isto tornou possivel
distinguir as amostras vivas, coloridas de vermelho, daquelas mortas que mantém a
sua cor (SYLVESTER, 2011).

Figura 6 — Placa de microdiluicdo de 96 pocos utilizada para determinacéo da
concentracao inibitéria minima (CIM) dos 6leos vegetais in natura e ozonizados
frente a Acinetobacter baumannii ATCC17978
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Fonte: Autoria propria (2019)

Para se determinar a Concentracao Bactericida Minima (CBM), uma aliquota
(100uL) da CIM e de duas concentracOes anteriores e de duas posteriores a esta,
além do controle positivo, foram inoculadas em meio &agar sangue, sem
antimicrobianos; o experimento foi realizado em triplicata. Apds incubacéo a 37°C por
24 horas, em aerobiose, foi avaliado o crescimento bacteriano, sendo considerada a
CBM a menor concentracéo do 6leo que apresentou cultivo negativo ou meédia de 0,1
UFC (FAVRE et al., 2003).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Favre%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14532230
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4.4 CINETICA BACTERICIDA DOS OLEOS VEGETAIS OZONIZADOS E IN NATURA

Foi empregada a metodologia descrita por Allahghadri et al. (2010). Os dGleos
foram adicionados em tubos de 40 mL de cada 6leo na diluicdo determinada por CBM
a cada 5mL de caldo de BHI, contendo suspenséo bacteriana de 10® UFC mL™?, sendo,
em seguida, incubados a 37°C. Amostras (0,1 mL) foram retiradas a cada 10 minutos
por um periodo de 480 min. As amostras foram imediatamente lavadas com tamp&o
de fosfato estéril, pH 7,0, centrifugadas a 10.000 rpm, ressuspendidas em tampé&o e,
depois, foram espalhadas em cultura agar BHI e incubadas durante 24h a 37°C. Todas
as avaliacOes foram realizadas em triplicata. As colénias microbianas foram contadas
apos o periodo de incubacao.

Apos contagem das colbnias, foi avaliada a variacdo da carga microbiana a
fim de observar qual 6leo apresentou a maior variagdo negativa (reducdo) na
contagem microbiana. Segundo esta andlise, quanto maior a variacdo negativa, maior
a eficacia do 6leo essencial. Nesse contexto, a variacdo percentual da contagem
microbiana consistiu na relacédo proposta na relacdo constante da equacao 1.

Esta relacdo foi empregada para todos os 6leos avaliados e para todas as
concentragbes empregadas. Conforme essa relagéo, variagdes negativas mostram
diminuicdo na contagem microbiana e variagbes positivas mostram aumento da
contagem microbiana a medida que a concentracdo do respectivo Oleo vegetal
aumenta. Para a analise bioestatistica, foi observada a metodologia proposta por Zar
(2009).

4.5 CROMATOGRAFIA A GAS PARA CARACTERIZACAO QUIMICA DOS OLEOS
VEGETAIS IN NATURA E OZONIZADOS

Existem diversas técnicas de separacao para identificacao e quantificacdo dos
elementos quimicos presentes nos 0Oleos vegetais tais como cromatografia a gas,
cromatografia a liquido, eletroforese capilar, entre outras (MENDES, 2015). Séo
técnicas que permitem a valiagdo da qualidade dos oleos ofertados pelo mercado,
constatar a veracidade das informacdes constantes nos rotulos dos 6leos comestiveis
e detectar possiveis adulteracdes ou fraudes na sua composicdo (MENDES et al.,
2015).


https://www.cabdirect.org/cabdirect/search/?q=au%3a%22Mendes%2c+T.+O.%22
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Entre as técnicas, a cromatografia a gas (ou cromatografia gasosa), neste
estudo, é aplicada no processo de ozonizacdo de 6leos vegetais de canola, coco e
dendé e cujas caracteristicas e peculiaridades estao descritas a seguir.

A cromatografia gasosa separa e analisa misturas de substancias volateis e
possibilita que “uma mistura volatilizada de compostos (fase gasosa) elui por um tubo
capilar pela passagem forcada de um gas de arraste, sem interacao quimica com este
gas (geralmente N2, Ho, He ou Ar)” (MENDES, 2015, p. 39).

Na aplicacéo da técnica, uma amostra (de 6leo, nesta pesquisa) € vaporizada
e introduzida em um fluxo de um gas (denominado fase moével ou gas de arraste). O
fluxo de gas com a amostra é conduzido por um tubo contendo uma fase estacionaria
(denominada coluna cromatografica, com controle de temperatura), onde ocorre a
separacdo da mistura (associada a volatilidade do soluto em fase mével, presséo do
vapor, estrutura do composto e temperatura). A parede interna do tubo é revestida por
um filme com polaridade variavel, com o qual os compostos da mistura tém maior ou
menor interagcdo ou “afinidade” (MENDES, 2015), o que explica a maior ou menor
rapidez com que os componentes da mistura percorrem o tubo, ou melhor, os

diferentes tempos que consomem para percorrer todo o tubo (Figura 7).

@ S
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Figura 7 — Esquema de separacdao em cromatografia a gas

"Afrepresenta um analito com maior afinidade com a fase estaciondria ¢ "B am analito com menor afinidade. "B percorre

a ('.ll'lll.l om um Lemono menor.

Fonte: Mendes (2015)

A diferenca entre os tempos com que 0s componentes percorrem o tubo torna
possivel identificar cada elemento ao sair do tubo capilar e, por exemplo, analisar
acidos graxos e outros componentes, que sao separados no interior da coluna. A
quantificacdo desses componentes (ou niveis de concentracdo) é realizada por
comparacdo a um parametro (padrdo) injetado no equipamento: comparam-se 0
tempo de retencdo do padréo e sua area com o tempo de retencao e area da amostra;
os valores obtidos na comparacédo sédo empregados para se calcular a concentracao

de determinado elemento ou composto.
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As substancias separadas saem da coluna dissolvidas no gas de arraste,
passam por um detector que gera um sinal elétrico (pico) proporcional a quantidade
de material fracionado, isto €, o detector indica qual substancia sai da coluna e em
que quantidade (quantificacdo). Esse sinal elétrico € registrado em um cromatograma,
em que a quantidade das substancias € registrada em picos proporcionais a sua
massa.

A sequir, esses registros passam por um processo de tratamento de sinal (ou
eletrbnica de tratamentos), que o “purifica”, reduz ruidos e amplifica o sinal para
facilitar a andlise. Finalmente, o registro de sinal faz a anélise e avaliacdo dos dados
obtidos em todo o processo.

O cromatdgrafo empregado foi descrito conforme a Figura 8, contendo: um
reservatério de gas com controle de vazao / pressao (cilindro contendo gés de arraste
sob pressdo), um injetor ou vaporizador de amostra (bloco conectado a coluna
cromatografica e ao cilindro de alimentacdo de gas de arraste para introduzir a

amostra na coluna), uma coluna cromatrogréfica e forno de coluna.

Figura 8 — Cromatégrafo a gas
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1 - Reservatério de gas e controles de vazéo / 4 - Detector.
pressao.
2 - Injetor (vaporizador) de amostra. 5 - Eletrénica de tratamento (amplificacdo) de sinal.
3 - Coluna cromatogréfica e forno da coluna 6 - Registro de sinal (registrador ou computador).

Fonte: Adaptada de Magalhaes (2019)

4.6 ANALISE DOS DADOS

Os dados obtidos foram tabulados e avaliados seguindo os seguintes critérios:
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1. Analise descritiva das concentracdes minima inibitorias e bactericida de cada um
dos 6leos essenciais de acordo com os tratamentos (in natura e ozonizado);

2. Teste de Mann-Whitney para comparar a contagem microbiana e a variagéo da
contagem microbiana referente aos Oleos avaliados de acordo com o tipo de
tratamento (in natura x ozonizado);

3. Teste de Kruskal-Wallis para comparar a contagem microbiana e a variacdo da
contagem microbiana de acordo com o tipo de 6leo essencial,

4. Gréficos de linha para analise da contagem microbiana e da variacdo da contagem
microbiana de acordo com o tratamento (in natura e ozonizado) e de acordo com o
tipo de Oleo essencial;

5. Todos os testes estatisticos foram aplicados com nivel de significancia de 5%
(P<0,05);

6. Software utilizado: Minitab 17 (Minitab Inc.).
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5 RESULTADOS

51 CARACTERIZACAO QUIMICA DOS OLEOS OZONIZADOS E SEM
OZONIZACAO

Existem oOleos com especificidades fisico-quimicas que sdo mais bem
adequados como agentes bactericidas sobre micro-organismos. Foram analisados
dois grupos de 6leos essenciais, sendo um submetido a ozonizagéo e outro in natura.
Nas amostras de 6leo de canola ozonizado (a) e sem o0z6nio (b) (Figura 9), o 6leo de
canola ozonizado (Tabela 1) apresentou acidos graxos totais em concentracdo de
100g/100g = 0,02 LQ (limites de quantificacdo), segundo a metodologia aplicada,
sendo este valor igualmente obtido pelo 6leo de canola ndo ozonizado (Tabela 2).

A densidade do 6leo de canola determinada foi de 0,916 g/cm?3 + 0,0002 LQ
qguando submetido a ozonizacédo e de 0,917 g/cm?3 + 0,0002 LQ para o 6leo ndo
ozonizado.

O parametro acidez obtido pela quantificacdo do é&cido oleico nao foi
detectavel pela metodologia empregada (menor que 0,1 LQ), tanto para o ensaio
ozonizado quanto para o ndo ozonizado.

Verificou-se, para o indice de iodo em 6leo ozonizado, o valor de 99,5 mgl2/g
+ 0,1 LQ, enquanto, para o ndo ozonizado, 0 mesmo indice apresentou resultado de
110,1 mgl2/g £ 0,1 LQ.

Os resultados obtidos na analise dos peréxidos para o grupo ozonizado foram
da ordem de 125,7 mEqg/Kg Naz2S203 + 0,2 LQ, em contraste ao grupo ndo ozonizado,
cujo parametro nao foi passivel de deteccao **ND = 0,2 LQ.

O indice de saponificacdo para o 0leo de canola ozonizado exibido pelos
resultados da analise foi de 149,9 mg KOH/g = 0,1 LQ e para o ndo ozonizado foi da
ordem de 190,3 mg KOH/g + 0,1 LQ.



Tabela 1 — Caracterizacao fisico-quimica de 6leo de canola ozonizado

. Analises )
Ensaios Unidades Limitesde  Resyltados Métodos
quantificagao Inicio Final
o AOAC 20th
Acidos
) g/100g 0,02 100 22/02/2018  22/02/2018 ed. CR-0090-
Graxos Totais 08
] FCC 9th ed.
Densidade
g/cm3 0,0002 0,916 22/02/2018  22/02/2018 2014/FQ-
(20°C) 0301-02
AOAC 20th
Acidez % Ac. Oleico 0.1 *<LQ 22/02/2018  22/02/2018 ed. FQ-0105-
09
AOAC 20th
indice de lodo mg 12/g 0,1 99,5 20/02/2018  20/02/2018 ed. FQ-0111-
11
indice de mEg/Kg AOCS Cd 8-
o 0,2 125,7 19/02/2018  19/02/2018 g3
Peréxidos Na2S203
indice de AOAC 20th
o mg KOH/g 0,1 149,9 01/03/2018  01/03/2018 €d. FQ 0099-
Saponificagdo 06

*** Nao detectado.

Fonte — Autoria prépria (2019)

Tabela 2 — Caracterizacao fisico-quimica de 6leo de canola ndo ozonizado

_ _ Limites d Anélises .
Ensaios Unidades imites dé  Resultados Métodos
quantificagao Inicio Final
. AOAC 20th
Acidos
) g/100g 0,02 100 22/02/2018  22/02/2018 ed. CR-0090-
Graxos Totais
08
_ FCC 9th ed.
Densidade
(20°C) g/cm3 0,0002 0,917 22/02/2018 22/02/2018 2014/FQ-
0301-02
AOAC 20th
Acidez % Ac. Oleico 0,1 *<LQ 22/02/2018  22/02/2018 ed. FQ-0105-
09
AOAC 20th
indice de lodo mg 12/g 0,1 110,21 20/02/2018  20/02/2018 ed. FQ-0111-
11
indice de mEQ/Kg AOCS Cd 8-
0,2 *ND 19/02/2018  19/02/2018
Peroxidos Na2S203 53
. AOAC 20th
Indice de
L mg KOH/g 0,1 190,3 01/03/2018 01/03/2018 ed. FQ 0099-
Saponificacao 06

* Nao detectado.

** ND: Nao detectado.

Fonte — Autoria prépria (2019).
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Figura 9 — Amostra de oleo de canola ozonizado (a) e ndo ozonizado (b)

a
Fonte: Autoria prépria (2019).

Nas amostras de 6leo de coco ozonizado (a) e sem ozénio (b) (Figura 10),
observou-se em 6leos de coco que o indice de acidos graxos totais para o tratamento
ozonizado (Tabela 3) e ndo ozonizado (Tabela 4) apresentaram resultados de
100g/100g + 0,02 LQ.

Para o quesito densidade no grupo ozonizado e in natura observam-se 0s
valores de 0,934 g/cm?® + 0,0002 LQ e 0,928 g/cm? + 0,0002 LQ respectivamente.

O parametro acidez nao foi detectavel (***<LQ) em ambos os tratamentos.

Na determinacgéo do indice de iodo o resultado encontrado para o 6leo de coco
ozonizado apresentou valores da ordem de 7,1 mgl2/g £ 0,1LQ e para ndo ozonizado
16,7 mgl2/g = 0,1LQ.

O indice de peroéxido 422,4 mEg/Kg Na2S203 + 0,2 LQ foi obtido pelo grupo
ozonizado de Oleo de coco; em contrapartida, ndo foi possivel detectar, pela
metodologia proposta, valores para o grupo nao ozonizado (ND % 0,2 LQ).

Para o caractere indice de saponificacdo, o 6leo de coco obteve o resultado
de 204 mg KOH/g £ 0,1 LQ no grupo ozonizado e de 246 mg KOH/g + 0,1 LQ para o

grupo néo ozonizado.
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Tabela 3 — Caracterizacao fisico-quimica de 6leo de coco ozonizado

o Anélises
Ensaios Unidades Limitesde  Resyltados Métodos
quantificagao Inicio Final
Acidos AOAC 20th ed.
) g/100g 0,02 100 22/02/2018  22/02/2018
Graxos Totais CR-0090-08
FCC 9th ed.
Densidade
(20°C) g/cm3 0,0002 0,934 22/02/2018  22/02/2018 2014/FQ-0301-
02
. AOAC 20th ed.
Acidez % Ac. Oleico 0,1 *<LQ 22/02/2018  22/02/2018
FQ-0105-09
S AOAC 20th ed.
Indice de lodo mg 12/g 0,1 7,1 20/02/2018  20/02/2018
FQ-0111-11
indice de mEqg/Kg
- 0,2 422,4 19/02/2018  19/02/2018 AOCS Cd 8-53
Perdxidos Na2S203
indice de AOAC 20th ed.
mg KOH/g 0,1 204 01/03/2018  01/03/2018

Saponificagao

FQ 0099-06

* Nao detectado.

Fonte — Autoria préopria (2019)

Tabela 4 — Caracterizacao fisico-quimica de 6leo de coco ndo ozonizado

_ _ Limites d Analises i
Ensaios  Unidades Imites de  Resultados : _ Métodos
quantlflca(;ao Inicio Final
Acidos AOAC 20th ed.
. g/100g 0,02 100 22/02/2018  22/02/2018
Graxos Totais CR-0090-08
) FCC 9th ed.
Densidade
(20°C) g/cm3 0,0002 0,928 22/02/2018  22/02/2018  2014/FQ-0301-
02
. AOAC 20th ed.
Acidez % Ac. Oleico 0,1 *<LQ 22/02/2018  22/02/2018
FQ-0105-09
o AOAC 20th ed.
Indice de lodo mg 12/g 0,1 16,7 20/02/2018  20/02/2018
FQ-0111-11
indice de mEq/Kg
] 0,2 **ND 19/02/2018  19/02/2018  AOCS Cd 8-53
Perdxidos Na2S203
indice de AOAC 20th ed.
o mg KOH/g 0,1 246 01/03/2018  01/03/2018
Saponificacao FQ 0099-06

* Nao detectado.
** ND: Nao detectado.

Fonte — Autoria propria (2019)
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Figura 10 — Amostra de 6leo de coco ozonizado (a) e ndo ozonizado (b

a
Fonte: Autoria prépria (2019).

Pela analise dos acidos graxos totais em 6leo de dendé (Figura 11), os valores
encontrados (Tabelas 5 e 6) para ambos os grupos analisados foram de 100g/100g +
0,02 LQ.

A densidade do 6leo de dendé ozonizado apresentou o resultado de 0,892
g/cm?3 + 0,0002 LQ, enquanto o ndo ozonizado demonstrou valores de 0,893 g/cm? +
0,0002 LQ.

Tanto para 0 ensaio ozonizado quanto para o ndo ozonizado a determinacgéo
da acidez obtida pela quantificagdo do acido oleico néo foi detectavel pela metodologia
empregada (menor que 1LQ).

O indice de iodo analisado obteve os valores determinados de 51 mgl2/g +
0,1LQ para o grupo ozonizado; ja para 0 grupo nao ozonizado o valor encontrado foi
de 55 mgl2/g + 0,1LQ.

Os indices de peréxidos do 6leo de dendé no grupo ozonizado apresentaram
valores de 434,8 mEqg/Kg Na2S203 + 0,2 LQ, ndo sendo possivel detectar valores para
0 grupo nao ozonizado (**ND + 0,2 LQ).

A determinacéo do indice de saponificacdo do 6leo de dendé proporcionou
resultados de 174 mg KOH/g £ 0,1 LQ para o 6leo submetido & ozonizacéo e de 186

mg KOH/g + 0,1 LQ para os nao ozonizados.
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Tabela 5 — Caracterizacao fisico-quimica de 6leo de dendé ozonizado

o Anélises
Ensaios Unidades Limitesde  Resyltados _ . Métodos
guantificacdo Inicio Final
Acidos AOAC 20th ed.
) g/100g 0,02 100 22/02/2018 22/02/2018
Graxos Totais CR-0090-08
FCC 9th ed.
Densidade
(20°C) g/cm3 0,0002 0,892 22/02/2018 22/02/2018  2014/FQ-0301-
02
. AOAC 20th ed.
Acidez % Ac. Oleico 0,1 *<LQ 22/02/2018 22/02/2018
FQ-0105-09
. AOAC 20th ed.
Indice de lodo mg 12/g 0,1 51 20/02/2018 20/02/2018
FQ-0111-11
indice de mEqg/Kg
. 0,2 434.,8 19/02/2018 19/02/2018  AOCS Cd 8-53
Perdxidos Na2S203
indice de AOAC 20th ed.
T mg KOH/g 0,1 174 01/03/2018  01/03/2018
Saponificagao FQ 0099-06

* Nao detectado.

Fonte — Autoria prépria (2019)

Tabela 6 — Caracterizacao fisico-quimica de 6leo de dendé n&do ozonizado

. Analises
Ensaios Unidades Limitesde  Resyltados . _ Métodos
guantificacao Inicio Final
Acidos AOAC 20th ed.
. g/100g 0,02 100 22/02/2018  22/02/2018
Graxos Totais CR-0090-08
_ FCC 9th ed.
Densidade
(20°C) g/cm3 0,0002 0,893 22/02/2018  22/02/2018 2014/FQ-0301-
02
_ ) , AOAC 20th ed.
Acidez % Ac. Oleico 0,1 *<LQ 22/02/2018  22/02/2018
FQ-0105-09
o AOAC 20th ed.
Indice de lodo mg 12/g 0,1 55 20/02/2018  20/02/2018
FQ-0111-11
indice de mEg/Kg
o 0,2 *ND 19/02/2018  19/02/2018 AOCS Cd 8-53
Peroxidos Na2S203
indice de AOAC 20th ed.
mg KOH/g 0,1 186 01/03/2018  01/03/2018

Saponificagcao

FQ 0099-06

* Nao detectado.

** ND: Nao detectado.

Fonte — Autoria prépria (2019)
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Figura 11 — Amostra de 6leo de dendé ozonizado (a) e ndo ozonizado (b)

a
Fonte: Autoria propria (2019)

52 AVALIACAO DA CONCENTRACAO INIBITORIA MINIMA (CIM) E
CONCENTRACAO BACTERICIDA MINIMA (CBM)

A Tabela 7 evidencia as concentracbes inibitérias minimas e as
concentragfes bactericidas minimas para cada um dos 6leos avaliados in natura e
ozonizados. Verificou-se que em todos 0s casos, 0s 0leos in natura apresentaram
concentracbes minimas inibitdrias e bactericidas superiores aos 6leos ozonizados.
Esse resultado mostra que o tratamento com 0z6nio aumenta o efeito antimicrobiano
do Gleo vegetal, pois é necessaria menor concentracdo desse 6leo para que o efeito
antimicrobiano seja observado de forma efetiva. Dentre os 6leos essenciais avaliados,
destaca-se o0 Oleo de dendé que, por sua vez, apresentou as menores concentracoes
minimas inibitérias quando comparados com os demais 0leos essenciais avaliados no

estudo.

Tabela 7 — Concentragdo inibitéria minima e concentracéo bactericida minima para
cada de Oleos vegetais in natura e ozonizados

Oleo vegetal Tratamento CIM? CBM!
In natura 50% 50%
Canola :
Ozonizado 25% 25%
In natura 25% 50%
Coco :
Ozonizado 12,5% 25%
In natura 25% 50%
Dendé :
Ozonizado 6,25% 12,5%

CIM*: concentragdo inibitéria minima e CBM?: concentrag&o bactericida minima.
Fonte — Autoria propria (2019)
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Na Tabela 8 sédo apresentados os resultados da contagem microbiana do
Acinetobacter baumannii submetido aos 6leos vegetais in natura e ozonizados nas

suas respectivas concentracdes minimas bactericidas.

Tabela 8 — Médiatdesvio padrao (Mediana) do Acinetobacter baumannii submetido
aos Oleos vegetais in natura e ozonizados

Oleos vegetais In natura Ozonizado Valor pt
1,3.10°+3,6.10° 1,7.10%+2,9.10°
Canola 0,458
(9,4.10%) (2,6.10%)
1,1.10°+2,8.10° 2,1.10°45,3.10°
Coco 0,963
(5,7.10%) (5,3.10%)
1,5.10°+3,9.10° 2,0.10°+4,6.10°
Dendé 0,115
(2,2.10%) (2,8.10%)
Valor P? 0,351 0,298

1 Valor referente ao teste de Mann-Whitney a p<0,05. 2 Valor p referente ao teste de Kruskal-Wallis a P<0,05.
Fonte — Autoria préopria (2019)

Os resultados da Tabela 8 evidenciam que a comparacao entre as contagens
microbianas dos 6éleos in natura e ozonizados nao apresentou diferencas
significativas, ja que todos os valores p resultantes foram superiores ao nivel de
significancia adotado para o teste comparativo. Além disso, a comparagcao entre 0s
diferentes 6leos vegetais in natura também ndo apresentou diferencas significativas
guanto a contagem microbiana (p=0,351). Resultado semelhante foi verificado na
comparacao entre os 6leos ozonizados quanto a contagem microbiana, ou seja, ndo
houve diferencas significativas entre as contagens de micro-organismos quando os
diferentes tipos de 6leos ozonizados foram comparados (p=0,298). Esse resultado
pressupde que nem o tratamento (in natura e ozonizado), e nem o tipo de 6leo (canola,
coco e dendé) influenciaram de forma significativa na redug¢édo da carga microbiana.

Na Figura 12 estdo representados os intervalos de confianca para cada um
dos 6leos de acordo com os tratamentos estudados e, na Figura 13, os intervalos de

confianca de acordo com os tipos de Oleos vegetais.
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Figura 12 — Intervalos de confianca (95%) da contagem microbiana de
acordo com os tratamentos estudados
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Fonte: Autoria propria (2019)

Figura 13 — Intervalos de confianca (95%) da contagem microbiana de acordo com
os tipos de 6leos vegetais
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De acordo com o comportamento dos dados de ambas as Figuras 12 e 13, é
possivel reiterar a auséncia de diferencas significativas na contagem microbiana de
acordo com o tratamento e de acordo com o tipo de 6leo vegetal, pressupondo que a
ozonizagao néo reduzira, de forma significativa, a carga microbiana.

As Figuras 14, 15 e 16 evidenciam o comportamento da contagem microbiana
de cada um dos Oleos de acordo com o0s tempos avaliados de exposicdo aos

tratamentos.

Figura 14 — Contagem microbiana de Acinetobacter baumannii para o 6leo de canola
in natura e ozonizado de acordo com 0s tempos de exposi¢ao
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Fonte: Autoria propria (2019)
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Figura 15 — Contagem microbiana de Acinetobacter baumannii para o 6leo de coco
in natura e ozonizado de acordo com 0s tempos de exposi¢ao
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Fonte: Autoria propria (2019)

Figura 16 — Contagem microbiana de Acinetobacter baumannii para o 6leo de dendé
in natura e ozonizado de acordo com 0s tempos de exposi¢ao
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De acordo com as Figuras 14, 15 e 16, em todos os 6leos vegetais avaliados,
a contagem microbiana atingiu valores nulos em tempos inferiores nos o6leos
ozonizados quando comparados aos 6leos in natura. Vale destacar que, apesar de
nao haver diferengas significativas na contagem microbiana na comparagao entre 0s
tratamentos (in natura e ozonizado), o tempo de reducdo da carga microbiana até
atingir o valor nulo foi inferior nos 06leos ozonizados. Este resultado indica que a
ozonizacdo do O6leo vegetal acelera a morte microbiana, evidenciando que a
0zonizagao apresenta certo potencial antimicrobiano pelo fato de atingir o valor nulo
de micro-organismos em tempos inferiores quando comparados ao 6leo in natura.
Somente no Oleo de dendé em que os tempos de reducdo microbiana foram
semelhantes.

A variagao percentual da contagem microbiana foi determinada por meio de
estatisticas descritivas (Tabela 9) a fim de observar quais 6leos vegetais obtiveram

maior eficacia na reducéo da contagem microbiana.

Tabela 9 — Médiatdesvio padrdo (Mediana) da variacdo percentual (%) da contagem
microbiana em relacdo aos 6leos vegetais avaliados

Oleos vegetais (CBM Tratamentos

in natura/CBM Valor pt!
] In natura Ozonizado
0zonizado)
Canola (50%/25%) -85,5+16,2 (-93,5) -95,1+5,2 (-96,2) 0,246
Coco (50%/25%) -27,4+163,0 (-71,6) -69,9+66,7 (-93,8) 0,012
Dendé (50%/12,5%) -74,7+30,8 (-85,9) -90,4+6,1 (-91,0) 0,194
Valor p? 0,058 0,134

Valor p?! referente ao teste de Mann-Whitney a p<0,05. Valor p? referente ao teste de Kruskal-Wallis a p<0,05.
Fonte — Autoria prépria (2019)

A comparacdo da variagcdo da contagem microbiana entre os tratamentos in
natura e ozonizado (Tabela 9) resultou em um caso de existéncia de diferencas
significativas: 6leo de coco (p=0,012). Neste 6leo essencial, a queda da contagem
microbiana foi significativamente superior no tratamento com 0leo ozonizado. Para os
demais Oleos, a reducdo da contagem microbiana comparando os tratamentos in
natura e ozonizado ndo foi significativa, ja que todos os valores p resultaram

superiores a 0,05.
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Na comparacao da variacdo da contagem microbiana dos diferentes tipos de
Oleos essenciais (Figuras 17 e 18), verificou-se auséncia de diferencas significativas,
0 que sugere que o tipo de Oleo essencial também n&o influencia, de forma
significativa, na variagdo (queda) da contagem microbiana ao longo do tempo de
exposicao. Apesar da auséncia de diferencas significativas na variagcdo da contagem
microbiana dos Oleos essenciais in natura, o 6leo de canola (-93,5%) foi 0 que
apresentou maior queda da contagem microbiana, seguido do 6leo de dendé (-85,9%)
e do oleo de coco (-71,6%). Para os Oleos ozonizados, o 6leo essencial de canola
também se destacou com a maior queda microbiana (-96,2%), seguido do 6leo de
coco (-93,8%) e do Oleo de dendé (-91,0%).

Diante deste resultado € possivel pressupor que a ozoniza¢gdo aumentou 0
potencial antimicrobiano do 6leo de coco ja que o processo de ozonizagdo aumentou
a queda da carga microbiana de -71,6% para -93,8%. Para este 6leo essencial €
possivel pressupor que a ozonizacao foi significativamente eficaz em reduzir a carga

microbiana.

Figura 17 — Variacao percentual da contagem microbiana dos 6leos essenciais de
acordo com os tratamentos in natura e ozonizado
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Fonte: Autoria propria (2019)
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Figura 18 — Variacao percentual da contagem microbiana de acordo com o tipo de
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5 DISCUSSAO

Por décadas, a medicina ortodoxa tem fornecido uma variedade de agentes
anti-infecciosos, no entanto alguns deles tornaram-se pouco eficazes pelo
aparecimento de patdgenos resistentes a antibidticos e quimioterapicos (TRAVAGLI
et al., 2011). Os Oleos vegetais in natura e ozonizados representam uma interessante
abordagem do ponto de vista farmacéutico para o0 manejo de uma variedade de
patologias em humanos e animais (YIN; ABDULLAH; PHIN, 2013; JOSE et al., 2014;
PENA-JIMENEZ et al., 2017; SONG et al., 2018; VIOTTO et al., 2020).

Em alguns paises, os 6leos in natura e ozonizados séo oferecidos como uso
alternativo dos recursos disponiveis, caracterizados por serem fontes naturais e
renovaveis, obtidos por meio de tecnologia simples, de baixo custo e com ampla
atividade biolégica com efeitos colaterais reduzidos (ALMEIDA et al., 2012; DIAZ et
al., 2012).

Ha mais de um século, o 0zbnio é conhecido por ser um excelente
desinfetante que, no entanto, teve de ser usado por muito tempo com cautela devido
a suas propriedades oxidantes. Apenas nas Ultimas décadas, foi possivel dosar sua
concentragcdo exata e incorporar, permanentemente, 0 gas em compostos como 0s
Oleos vegetais e essenciais, N0s quais 0 0zOnio gasoso reage quimicamente com
substratos insaturados levando a formagéo de derivados ozonideos terapeuticamente
ativos (TRAVAGLI et al., 2010; VALACCHI et al., 2012). A atividade farmacolégica dos
0leos ozonizados depende do nivel de ozonizacéo e da composicéo do 6leo (BOCCI
et al., 2009; DIAZ et al., 2012).

No processo de ozonizagédo dos 0Oleos, o 0zbnio reage com ligacdes duplas
carbono-carbono de acidos graxos insaturados, formando ozonideos ou anéis 1,2,4-
trioxolano e peréxidos como os produtos mais importantes, responsaveis pela
atividade antimicrobiana e pela estimulacédo das propriedades capazes de reparar e
regenerar tecidos. Os 6leos vegetais ozonizados podem ser liquidos ou semissolidos
a temperatura ambiente. Os Oleos ozonizados, contendo anéis 1,2,4-trioxolano
formados em cadeia de &cidos graxos insaturados, podem ser considerados como um
principio ativo e um veiculo ao mesmo tempo, aumentando a absor¢ao e a penetragéo
na pele (ALMEIDA et al., 2012).

Apés a ozonizacdo, as moléculas geradas apresentam propriedades

oxidativas que proporcionam mecanismos antibacterianos ao 6leo ozonizado, cujos
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compostos, em contato com bactérias, interagem com a parede celular e membrana
plasmatica, gera alteracdes na permeabilidade da célula e danos citoplasmaticos
irreversiveis que impedem a sintese proteica, inibindo o crescimento celular e, em
decorréncia, acarretando a morte bacteriana (PIETROCOLA et al., 2018; CARDOSO
et al., 2021).

As propriedades antimicrobianas terapéuticas do 0zénio se devem a formacéo
de compostos oxidados, como o perédxido de hidrogénio, hidroperéxidos, aldeidos e
ozonideos, formados quando os acidos graxos poli-insaturados presentes em 6leos
vegetais fazem contato com ozénio (KON; RAI, 2012). Segundo Captain (2018), é
importante realizar a ozonolise de diferentes tipos de 6leos a fim de se obter um
produto de amplo espectro antimicrobiano e com eficiéncia melhorada para finalidades
terapéuticas. Captain (2018) destacou que o valor de peréxido deve ser mantido entre
300 e 2000 mmol-equiv/Kg. Pelos resultados obtidos na presente pesquisa, verificou-
se gue os 0Oleos ozonizados de dendé (Tabela 5) e de coco (Tabela 3) apresentaram
valores para peroxido 434,8 miliequivalentes/kg e de 422,4 miliequivalentes/kg,
respectivamente, posicionando-se dentro da faixa recomendada, enquanto o 6leo de
canola (Tabela 1) foi inferior (125,7 miliequivalentes/kg).

A andlise dos indices de peroxidos dos Oleos avaliados entre 0os grupos
ozonizados mostrou a formacao de perdxidos para todas as amostras, revelando que
a ozonizacgao oxida as gorduras e causa sua deterioracéo, pois o0s valores obtidos sao
mais elevados do que os recomendados pela ANVISA (miliequivalentes/kg amostra)
(TOFANINI, 2004; SANTOS; GRECA, 2013). Desta maneira, estes 6leos ozonizados
nao se destinam ao consumo, porém, sdo extremamente eficazes no controle in vitro
de A. baumannii (Tabelas 1, 3 e 5).

Hammer, Carson e Riley (1999) obtiveram resultados semelhantes quando
compararam a composi¢ado quimica e atividade microbiologica de 6leos de girassol e
de oliva ozonizados, empregando diferentes ensaios volumétricos, Técnica
Cromatografica Liquida (TLC), difusdo em Agar, métodos de microdiluicdo e
macrodiluicdo, para diferentes micro-organismos. Verificaram um acréscimo nos
valores de perdxido e acido em ambos os 6leos, sendo maiores no 6leo de girassol
ozonizado. Para esses autores, quando os valores de peroxido séo elevados, os 6leos
ozonizados apresentam alta viscosidade, que obstrui o acesso a dupla ligacado do
reagente brometo de iodo. Por esse motivo, a determinacdo do valor de iodo néo é

exata para essa medicdo. Os 6leos de oliva e girassol ozonizados apresentam
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atividade antimicrobiana semelhante contra Staphylococcus aureus ATCC 6538,
Escherichia coli ATCC 10536 e Bacillus subtilis ATCC 6633, exceto contra
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, em que o 0leo de girassol com baixo teor de
peroxido apresentou melhor atividade antimicrobiana, enquanto o 6leo ozonizado foi
melhor para alto valor de peroxido.

O ozbnio age de forma distinta dependendo do ambiente em que é aplicado,
sujeito a diferentes classificacbes de acordo com seu comportamento predominante.
Umidade, oxigenacao e temperatura interferem na agéo do ozénio, sendo diretamente
proporcional a sua eficacia (GARCIA; ALLEN; CARDOSO, 2010). Segundo Captain
(2018), como os ozonideos e o peroxido sdo os ingredientes ativos principais, o
triozonide permanece estavel e entra em contato com o exudato da leséo. Isso, entéo,
lentamente se desgasta e gera espécies reativas de oxigénio (ROS) e produtos de
oxidacao lipidica (LOPs). Dessa forma se explica a prolongada atividade desinfetante
e estimulatéria. O 6leo ozonizado ajuda a controlar 0 sangramento, a assepsia da
les&o, a inibir a proliferagdo de organismos potencialmente infecciosos, a melhorar o
metabolismo e a regeneracéo de tecidos estimulatorios.

A eficécia clinica e seguranca do 6leo ozonizado tépico foram avaliadas em
dois casos com infec¢do por Staphylococcus aureus meticilina resistente (MRSA) in
vitro e em lesBes na pele. As taxas de morte, in vitro, por 6leo ozonizado para S.
aureus MRSA foram superiores quando comparadas com o grupo controle de 6leo in
natura. Quase 100% de MRSA foram eliminados por 6leo ozonizado ap6s 15min de
exposicdo. Nas ocorréncias de infeccdo de pele por MRSA, as lesBes foram
totalmente sanadas com ozonioterapia (SONG et al., 2018).

Resultados semelhantes foram obtidos quanto ao controle in vitro de
Acinetobacter baumanii em todos os 0Oleos vegetais avaliados, os valores da contagem
microbiana foram nulos em tempos inferiores nos 6leos ozonizados quando
comparados aos 6leos in natura. Assim, 100% de A. baumannii foram eliminados em
20 minutos quando expostos aos 6leos de canola e coco ozonizados, e em 10 minutos
frente ao 6leo de dendé ozonizado (Figuras 14, 15 e 16).

A ozonizacao pode ocorrer em diferentes 6leos, que podem ser usados para
o controle de micro-organismos, no entanto o Oleo de oliva tem sido um dos mais
utilizados, devido ao alto teor de acidos graxos insaturados, enquanto o 0leo de coco

apresenta alto nivel de acido laurico e acido caprico. Os dois Oleos apresentam a
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capacidade de cicatrizacdo de feridas e de reduzir a infeccdo (SALSABILA;
MOULYDIA; BISMO, 2018).

Batool et al. (2018) usaram o O6leo de canola para avaliacdo do efeito
bactericida frente a Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis,
Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella pneumoniae. Os resultados mostraram efeitos
inibitérios do o6leo contra Klebsiella pneumoniae, Staphylococcus epidermidis e
Pseudomonas aeruginosa, mas nao foi capaz de inibir o Staphylococcus aureus.
Resultados semelhantes de atividade antibacteriana foram obtidos com o emprego de
Oleo de canola in natura e ozonizado contra A. baumannii (Tabela 9).

Em alguns paises, o 6leo de dendé é utilizado para fins terapéuticos na
medicina tradicional. Todas as partes da planta podem ser usadas medicinalmente.
As folhas s@o espremidas e o suco obtido € colocado em feridas para melhorar a
cicatrizacdo. A seiva dessa planta também é administrada como laxante. A cinza da
casca da fruta € empregada para preparar um sabao aplicado em infec¢des da pele.
As raizes pulverizadas sao adicionadas as bebidas para tratamento de gonorreia, de
menorragia e de bronquite (SYAHMI et al.,, 2010; BELAY et al.,, 2011). Estas
caracteristicas terapéuticas foram determinantes na escolha do 6leo de dendé para
avaliar a atividade antibacteriana frente a A. baumannii.

A atividade in vitro de dendé foi testada contra um vasto numero de isolados
clinicos que incluiam estirpes bacterianas, bem como fungos e a levedura C. albicans.
Os resultados mostraram uma atividade de amplo espectro do extrato de dendé, que
foi mais eficaz contra bactérias Gram-positivas do que bactérias Gram-negativas
(VIJAYARATHNA et al., 2012). Explica-se esse fato porque as estruturas do envelope
celular de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas diferem significativamente.
Bactérias Gram-negativas tém uma membrana externa em torno da parede celular, o
gue restringe a difusdo de compostos hidrofobicos através de sua cobertura
lipopolissacaridica. A parede celular de bactérias Gram-positivas sem esta membrana
pode ser permeada mais facilmente (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012) e, assim, 0s
constituintes do extrato de dendé podem atingir varios alvos moleculares, incluindo a
membrana citoplasmética, forga motriz do préton (PMF), fluxo de elétron e coagulagéo
do conteddo celular (YIN; ABDULLAH; PHIN, 2013; RAJOO et al., 2013).

Os extratos alcodlicos do extrato de folhas de dendé evidenciaram atividade
do espectro antibacteriano para todas as bactérias testadas, inibindo-as, e se

mostraram especialmente eficazes contra S. aureus com concentracdo minima
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inibicdo (CIM) de 6,25mg/mL. Observadas em microscopios eletrénicos de varredura
e transmisséo, as células bacterianas apresentaram alteragcdes como desorganizacao
estrutural da membrana celular apds 12h e colapso total das células 36 horas apds a
exposicao ao extrato (CHONG et al., 2008; SYAHMI et al., 2010; RAJOO et al., 2013).

Quanto aos extratos e ao Oleo de coco, estudos in vitro identificaram que
possuem atividade antimicrobiana contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae, Proteus
vulgaris, Serratia marscens, Salmonella sp., Staphyloccus epidermidis, Micrococcus
luteus, Vibrio sp e Listeria. Monocytogenes (ESQUENAZI et al., 2002; HANDAYANI;
SULISTYO; RAHAYU, 2009; SIA; YIM; LAI, 2010; AKINYELE et al., 2011; VERMA et
al., 2012).

O extrato de coco apresenta atividade contra o virus herpes simplex tipo 1
humano, resistente ao Aciclovir, porém, € inativo para os fungos Candida albicans,
Fonsecaea pedrosoi e Cryptococcus neoformans (SALSABILA; MOULYDIA; BISMO,
2018; VENKATARAMAN; RAMANUJAM; VENKATASUBBU, 1980). Segundo
Venkataraman et al. (1980), o extrato de coco mostrou atividade antifingica contra
Microsporum canis, M. gypseum, M. audouinii, Trichophyton mentagrophytes, T.
rubrum, T. tonsurans e T. violaceum. Os resultados desta pesquisa apontaram
atividade antibacteriana dos o6leos de coco in natura e ozonizados frente a
Acinetobacter baumannii, sendo a concentracao inibitéria minima de 25% e de 12,5%
para os Oleos in natura e ozonizado, respectivamente, enquanto a concentracao
bactericida minima foi de 50% e 25% (Tabela 9). O tempo necessario de exposi¢ao
ao 6leo para inativacao total foi de 30 minutos para o 6leo in natura e de 20 minutos
para o ozonizado (Figuras 15).

A capacidade de os extratos e do Oleo coco matarem ou inibirem bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas em concentracdes baixas e tempo minimo de
contato estabelece a eficiéncia dos metabdlitos secundarios desta planta como uma
fonte potencial de um antimicrobiano com acdo de amplo espectro. Este
antimicrobiano de origem natural pode ser administrado no tratamento de patdégenos
com resisténcia a multiplas drogas (AKINPELU et al., 2015).

Os resultados obtidos nesta pesquisa evidenciaram que, em todos 0s casos,
0s Oleos apresentaram atividade antibacteriana, embora os Oleos de dendé in natura

e ozonizado tenham apresentado as menores concentracdes inibitorias e bactericidas
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minimas frente a A. baumannii, quando comparadas com os 6leos de coco e de canola

(Tabela 9), o que evidencia sua eficacia no controle desta espécie bacteriana.
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6 CONCLUSAO

De acordo com a metodologia empregada e pelos resultados obtidos, pode-
se concluir que:
- 0s 6leos de dendé, coco e canola apresentaram atividade antibacteriana frente a
Acinetobacter baumannii;
- a ozonizagdo potencializa a atividade antibacteriana dos 0leos, evidenciada nos
resultados da CIM e CBM que foram menores quando 6leos ozonizados foram
empregados;
- 0 6leo de dendé ozonizado foi 0 mais eficaz no controle de A. baumannii, pois
apresentou CIM de 6,25% e CBM de 12,5%, sendo necessarios 10 minutos para
inativacao de 100%;
- 0s Oleos ozonizados apresentaram maior queda na contagem microbiana quando
comparados com os 0Oleos in natura,
- a 0zonizacgdao potencializa a atividade antimicrobiana dos 6leos vegetais.
- 0s resultados pressupdem que nem o tratamento (in natura e ozonizado), nem o tipo
de 6leo (canola, coco e dendé) influenciam, de forma significativa, na reducdo da

carga microbiana.
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