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RESUMO

O Neem, Azadirachta indica A. Juss, possui elevadas propriedades bioativas e seu 0Oleo
apresenta em maior proporcdo os acidos graxos oleico e linoleico, 0s quais possuem ligac6es
duplas carbono-carbono, sendo, portanto, susceptiveis a modificacdo quimica por processos
oxidativos. Dentre a mais comum, a reacdo de ozonoOlise para formar perdxidos, com
excelente atividade antimicrobiana, efeitos de regeneracéo e reparo do tecido epitelial. Diante
disso, o objetivo deste trabalho foi realizar a sintese e a caracterizagdo quimica, incluindo
estudos de comportamento térmico dos 6leos de neem ozonizados e avaliar o seu potencial
antimicrobiano. A reacdo de ozonolise foi realizada em diferentes tempos com e sem adigédo
de 4gua, com concentracdo de ozonio de 63 mgL™ O3/0,. As amostras foram submetidas as
analises de RMN de 'H e RMN de **C, IV, CG, indice de acidez, indice de iodo, analises
térmicas de TG e DSC, teste da atividade antibacteriana e um estudo quantitativo do grau de
insaturacdo das amostras pela técnica de RMN de *H quantitativo. Os produtos mostraram
excelente atividade antimicrobiana de amplo espectro em comparacdo com outros 06leos
ozonizados relatados na literatura, com CIM <0,5 mg mL™ para E. faecalis padrdo e E.
faecium clinico resistente & vancomicina e 5,0 mg mL™ para K. pneumoniae multirresistente
clinico (KPC), 2 mg mL™S. aureus padrdo e 3 mg mL™ para S. aureus resistentes & meticilina
(MRSA). Este é o primeiro trabalho sobre a acdo antimicrobiana do 6leo de neem ap6s o
processo de ozonizacao.

Palavras-chave: Oleo de neem; Ozonideos; Reacdo de ozondlise; Atividade antimicrobiana



ABSTRACT

Neem, Azadirachta indica A. Juss, is endowed with relevant biological properties and its oil
contains unsaturated fatty acids that are susceptible to structural modification by oxidative
processes such as ozonolysis to form peroxides. Therefore, the aim of this work was the
synthesis, physicochemical characterization, study of thermal behavior, and evaluation of
antimicrobial potential of neem ozonated oils. The ozonolysis reaction was performed over
different period of times, in presence or absence of water at an 0zone concentration of 63 mg
L™ O3/ O,. The samples were characterized by *H and **C NMR spectroscopy, IF, CG, acid
and iodine values and, DSC and TG/DTG thermal analyses. Additionally, quantitative ‘H
NMR spectroscopy was cared out to determine the unsaturation degree of samples. The
products showed excellent broad-spectrum antimicrobial activity in comparison to other
ozonated oils reported in the literature, with MIC of <0.5 mg mL™ for standard E. faecalis and
clinical vancomycin resistant E. faecium, 5.0 mg mL™ for clinical multiresistant K.
pneumoniae (KPC), 2 mg mL™ for standard S. aureus, and 3 mg mL*for methicillin-resistant
S. aureus (MRSA). This is the first report on the antimicrobial activity of neem oil after
ozonation process.

Keywords: nem oil; ozonides; ozonolysis; antimicrobial activity
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1. INTRODUCAO

1 INTRODUCAO

1.1 Oleo de Neem

O neem (Azadirachta indica A. Juss) pertence a familia das Meliaceae, assim
como a santa-barbara ou cinamomo, cedro e mogno. E uma planta nativa da india,
conhecida pelas suas propriedades medicinais, como bactericida, fungicida, nematicida,
anti-inflamatoria,  anti-hiperglicémica, antitlceras, hipoglicémica, antimalaria,
espermicida, quimioterapeutico e hepatoprotetivo (OGBUEWU et al, 2011; BRASIL,
2013).

Por conta das suas propriedades medicinais, 0 neem tornou-se o centro de
interesse da comunidade de desenvolvimento cientifico, onde teve reconhecimento pela
Academia Nacional de Ciéncias dos Estados Unidos, no qual foi publicado em 1992 um
artigo intitulado, traduzido do inglés, “Neem- uma arvore para resolver problemas
mundiais” (BISWAS, et al, 2002; IMMICH, 2006; ANONIMO, 1992). Assim, 0 neem
tem despertado interesse em vérias areas, a medida que 0s compostos extraidos
apresentam seletividade, ndo mutagénicos, rapidamente biodegradaveis, com baixa
toxicidade e por gerar o minimo distarbio ao ecossistema (BRASIL, 2013).

Foi introduzido no Brasil em 1984 e é encontrado em quase todas as regides do
pais, devido a facil adaptacdo em solos de baixa fertilidade, climas quentes, longo
periodo de seca, pH acidos, altos teores de aluminio e solo pobre em nutrientes como,
baixos teores de fdsforo, calcio, magnésio, potassio, zinco, de matéria organica, baixa
capacidade de troca catidnica, soma e saturacdo de base (ARAUJO, RODRIGUEZ E
PAES, 2000; FORIM,2006; GUMIERO, 2008; PARROTA, 2016).

Na regido nordeste (bioma caatinga), além de fornecer frutos em escala
industrial, ¢ uma opcao para a producdo de madeira e nas regides sul, noroeste do
Parand, sudeste com excecdo na caatinga mineira, Centro Oeste e Norte hé espécies no
qual o cultivo do neem ¢ prioritariamente a producdo de sementes do fruto para a
extracdo do 6leo (ARAUJO, RODRIGUEZ E PAES, 2010).

Dependendo das condicdes climéticas da regido, principalmente temperatura e
precipitacdo onde esta o plantio, podem ser feitas até duas colheitas de frutos por ano.
No geral, faz-se uma colheita de frutos, sendo que uma Unica arvore produz anualmente
entre 30 e 50 kg de frutos (NEVES, 2008).



1. INTRODUCAO

Suas propriedade bioativas é oriundo de uma série de compostos isolado de diferentes
partes da planta (Brasil, 2013) (OGBUEWU et al, 2011). Dentre os principios ativos
existentes, as azadiractinas sdo encontradas em maior quantidade e sdo a mais
importante, usado como matéria-prima para fabricacdo de produtos medicinal,
cosméticos, uso veterindrio e principalmente como inseticida (NEVES, 2008;
BEVILACQUA, SUFFREDINI E BERNARDI, 2008).
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Figura 1. Compostos isolados de vérias partes do neem
(Fonte: Brasil, 2013; SIDIQUI et al, 2003)

Nos insetos, a azadiractina (Figura 2), age como reguladora no crescimento,
causando agdo deterrente, reguladora da alimentagdo, antiovopositora, reguladora de
fecundidade e reducdo da aptiddo fisica do inseto e também ajuda no controle de vérios
nematoides e fungos, reduzindo o crescimento de insetos em culturas e plantas
(LOKANADHAN, MUTHUKRISHNAN E JEYARAMAN, 2012; HOULLOU et al,
2015; BITTENCOURT, 2006) .

Figura 2. Estrutura da Azadiractina isolada de Azadirachta indica.



1. INTRODUCAO

Esses compostos sdo encontrados em varias partes do neem, como as folhas e
sementes (DELEITO E BORJA, 2008). O neem apresenta folhas verdes-escuras, flores
de coloracdo branca e aromaticas; o fruto € uma baga ovalada, com 1,5 a 2,0 cm de
comprimento que, quando maduro, apresenta polpa amarelada e casca branca, dura,
contendo um 6leo marrom no interior da semente (ARAUJO, RODRIGUEZ E PAES,
2000).

As sementes sdo compostas por aproxidamente 40% de Gleo, que, dependendo
da forma de extracdo, pode conter uma elevada quantidade dos compostos metabdlitos
secundarios. A extracdo do Oleo extraido das sementes requer prensas e pProcessos
especiais, como prensagem e/ou extracdo por solvente (PAES et al, 2005; FREITAS,
2007; NEVES E CARPANEZZI, 2008).

A extracdo por prensagem € um dos métodos mais antigos e consiste na extracdo
do 6leo por prensas continuas tipo parafuso. No final, obtém-se o 6leo bruto e uma parte
solida chamada de torta. Ap6s a prensagem, o Gleo passa por uma filtragem. O 6leo
obtido sem o uso de calor (prensagem a frio) é chamado de extravirgem (GIOIELLI,
1996; RAMALHO E SUAREZ, 2013).

Na extracdo com solvente, a torta obtida é extraida com solvente, comumente o
hexano, que apresenta como principal vantagem, o baixo ponto de ebulicdo. O dleo
obtido por esse processo necessita de etapas posteriores de refino para o seu consumo.
A primeira, chamada de degomagem, consiste na retirada de fosfatideos, proteinas e
outras substancias coloidais pela adicdo de agua ao Oleo bruto, que sofre leve
aquecimento (aproximadamente 70 °C) por 20 a 30 min (RAMALHO E SUAREZ,
2013).

O O6leo degomado é neutralizado com hidroxido de sédio (NaOH 5%) e
centrifugado para separacdo do sabdo formado (borra) do 6leo. Em seguida, o 6leo
passa pela etapa de desodorizagédo, pelo processo de arraste a vapor (RAMALHO E
SUAREZ, 2013).

A J(ltima etapa, chamada de clarificacdo ou branqueamento, € onde séo
removidos 0s compostos sollveis (corantes) que conferem cor ao 6leo por meio da
adsorcdo destes na superficie de uma mistura de carvéo ativado e de argilas naturais
conhecidas como terra clarificante (RAMALHO E SUAREZ, 2013).

Maciel e colaboradores (2010) realizaram um estudo sobre a atividade inseticida
in vitro do o6leo de sementes de neem sobre Lutzomyia longipalpis (Diptera:

Psychodidae) e obtiveram eficiente atividade inseticida do 6leo de sementes de A.

3
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indica sobre as trés fases de desenvolvimento de L. longipalpis.

O 6leo de neem apresenta coloragcdo marrom, sabor amargo e odor forte, rico em
acido graxos essenciais, como, o &cido oleico, linoleico, palmitico e esteérico, vitamina
E e célcio (BOADU et al, 2011; MAK-MENSAH E FIREMPONG, 2011). Devido a
sua composicdo de &cidos graxos insaturados, graxos oleico (41,20%) e linoleico
(18,60%), o 6leo de neem € susceptivel a modificagdo quimica estrutural por processos
oxidativos, dentre a mais comum, a reagdo de ozonolise (OMONOV, KHARRAZ E
CURTIS, 2011; ZANARDI et al, 2008).

O

HO
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Figura 3. Acidos graxos em forma de triacilglicerol majoritarios no 6leo de neem.

1.2 Reacao de ozondlise

O ozbnio foi descoberto em 1839, por Christian Friedrich Schonbein, quando
trabalhava com uma pilha voltaica na presenca de oxigénio e notou um cheiro pungente
e coloracdo azulada (BOCCI, 2005). E um gés incolor, de odor pungente, facilmente
detectavel em concentra¢fes muito baixas (0,01 a 0,05 mg/L), instivel e parcialmente
soltvel em agua. Tem massa molecular igual a 48 Da, liquefaz-se a -112°C e possui
ponto de congelamento de -251,4°C (SILVA et al 2011; ALMEIDA, 2013).

O o0z6nio € uma molecula simetrica possui um atomo de oxigénio na posigédo

4
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central com carga parcial positiva e dois 4&tomos de oxigénio terminais com cargas
parciais negativas (CLAYDEN, 2007). Possui um elevado potencial de oxidacao (2,07
mV) e perde apenas para o flior (3,06 mV) (SILVA et al, 2011). Na Tabela 1 séo

mostrados os valores de potenciais de oxidacao de diferentes oxidantes.

Tabela 1. Potencial de oxidagéo de alguns agentes oxidantes.

Agente oxidante Potencial de oxidagdo (mV)
Fluor 3,06
Ozbnio 2,07
Perdxido de hidrogénio 1,78
Permanganato 1,67
Dioxido de cloro 1,50
Hipoclorito 1,49
Cloro 1,36

Fonte: Silva et al, 2011.

Apos varias décadas de estudos, Schonbein em 1855 fez o primeiro relatério da
reacdo de ozondlise, considerando-a como uma maneira limpa e eficiente de introduzir
grupos contendo oxigénio (alcoois, aldeidos, cetonas ou &cidos) por clivagem oxidativa
de ligagdes duplas C-C (IRFAN, GLASNOV E KAPPE, 2011).

Tem sido utilizado desde a Primeira Guerra Mundial, em 1914, quando foi usada
para 0 tratamento de gangrena gasosa. Desde entdo, tem sido utilizado como
modalidade terapéutica alternativa em diversas enfermidades (VILARINDO,
ANDREAZZI E FERNANDES, 2013).

Edward Fisch foi o primeiro dentista a usar o 0z6nio em 1950, para tratar o
cirurgido austriaco Ernst Payr, que se interessou pelo ozénio e comegou uma linha de
pesquisa dedicada ao seu uso em saude. Nesse periodo, Joachim Hansler, fisico e
médico alem&o, junto com o médico alemdo, Hans Wolff desenvolveu o primeiro
gerador de ozonio com dosagem de ozbnio-oxigénio para uso medicinal (HANSLER,
1996 in GALES et al, 2008).

Mais tarde, Werkmeister usou O3 para no tratamento de UGlceras cutaneas devido
a aterosclerose, diabetes e radioterapia, envolvendo o ferimento em um saco de

polietileno (0o chamado sistema de ensacamento). Na primeira aplicacdo o gas foi
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introduzido para apenas inflar o saco contendo uma pequena quantidade de agua
destilada. Ele variou a concentracdo de Oz de 80 ug/mL a 10 ug/mL e obteve bons
resultados nos tratamentos (TRAVAGLI, ZANARDI & BOCCI, 2010).

Ozbnio pode ser produzido a partir do ar, do oxigénio puro por descarga elétrica
e da agua altamente pura, gerado por métodos eletroquimicos, fotoquimicos ou radiacdo
quimica, sendo o mais utilizado o principio de descarga elétrica (conhecido por
descarga por efeito corona) (DEZOTT], 2008).

O oxigénio (O,) é conectado por meio de um cilindro acoplado ao aparelho e
sofre descargas elétricas, onde algumas moléculas de oxigénio se quebram e formam
oxigénio atémico (O), que se unem novamente a molécula de oxigénio, originando a
molécula de 0z6nio (O3) (VILARINDO, ANDREAZZI E FERNANDES, 2013).

A utilizacdo do gas ozdnio como método terapéutico é justificado pelas suas
propriedades viricidas, fungicidas e bactericidas, baseado no seu mecanismo de acao
resultante da oxidacdo dos constituintes celulares, como proteinas, lipidios, enzimas da
membrana celular e componentes citoplasmaticos, causando a morte dos
microrganismos (VILARINDO, ANDREAZZI E FERNANDES, 2013; CHIATONE,
2010).

Esse mecanismo de destruicdo é o que diferencia o ozdnio de outros agentes
desinfectantes, como o cloro, por exemplo, que atua por difusdo através da parede
celular, agindo sobre os elementos vitais localizados no interior da célula, como
enzimas proteinas, DNA e RNA. Por apresentar um maior potencial de oxidagdo, o
0zOnio age diretamente na parede da célula, causando sua ruptura e morte em menor
tempo de contato, podendo agir até 3,125 vezes mais rapido do que o cloro
(CHIATONE, 2010).

Devido suas propriedades, o ozbnio vem sendo utilizado no tratamento de
efluentes, sanitizacdo nas indudstrias de alimentos, processo de branqueamento de
celulose, no tratamento de agua potavel, na conservagcdo de frutas e hortalicas pos-
colheita e diversas outras areas (COELHO et al, 2015).

O uso topico do ozbnio para tratamento de feridas deve ser complementado com
curativos e limpeza. Existem diversas formas de aplicacdo, dentre elas, a &gua
ozonizada, aplicada diretamente na ferida para tratamento de queimaduras, cicatrizacao,
micoses, antiflamatorio, entre outros (OLIVEIRA, 2007).

A aplicagdo em Bags (sacos plésticos) é outra forma de aplicacdo do gas

diretamente na pele, onde o membro afetado é revestido pelo Bag e o gas € inflado nele
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por um tempo de 20 a 40 minutos com concentracdo de 10 a 40 g/ml para efeito
cicatrizante. No entanto, se usado em elevadas concentracdo o efeito inverso pode
ocorrer (OLIVEIRA, 2007).

Oleos ozonizados sdo excelentes opcdes para uso dermatoldgico, uma vez que
sua obtencdo é simples e estudos revelam sua eficiéncia para tratamentos contra
diversas cepas bacterianas, sem toxicidade sobre o tecido humano (OLIVEIRA, 2007).
Sua obtencgéo consiste na reagdo do ozbnio com as insaturagdes, em uma das reagoes
muito conhecida na quimica organica para oxidacao de hidrocarbonetos insaturados, a
reacdo de ozonoOlise. O mecanismo dessa reacdo tem sido amplamente investigado,
principalmente pelo trabalho de Criegee desde a década de 1960 (GELETNEKY E
BERGER, 1998; WOMACK et al, 2015; ORNUM, CHAMPEAU E PARIZA, 2006).

Apenas em 1975, Criegee propds um mecanismo para a reacdo de ozonolise. Em
solvente aprotico, a reacdo ocorre pela adicdo do ozénio (2) as insaturacdes (1)
formando o malozonideo (3). Esses sdo muito instaveis e decompdem em zwitterion (4)
e aldeido (5). O composto 4 e 5 reagem por uma reacdo de cicloadi¢do e forma os
ozonideos (6) e aldeidos como composto secundario (CRIEGGE, 1975; SEGA et al,
2010; WOMACK et al, 2015; OLIVEIRA E WOSCH, 2012; ALMEIDA et al, 2012).
Em solventes proticos, ocorre a formacdo de alcoxihidroperdxido (7) e/ou peroxido
hemiacetal (8) (OMONOV, KHARRAZ E CURTIS, 2011). Esses compostos s&o 0s
principais responsaveis pelos efeitos dos 6leos ozonizados (GUERRA-BLANCO et al.,
2015).

Figura 4. Mecanismo da reacdo de ozonolise.Dentre as varias aplicabilidades
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do ozdnio terapéutico, se destaca o uso dos 6leos ozonizados, especialmente devidos a
exposicdo corporal do ozbnio e aplicagdo topica (PALACIOS, 2010). Além disso,
quando comparado a &gua ozonizada, que possui um tempo de meia- vida de 10 h a
temperatura ambiente e cerca de 5 dias em baixas temperaturas, 6leos ozonizados tém
uma vida util consideravelmente mais longa, permanecendo estavel durante 2 anos a 4
°C (BOCCI, 2005).

1.3 Oleos ozonizados

Existe uma variedade de farmacos para o tratamento de diversas infeccdes de
pele, que possui um prego elevado e frequentemente ndo muito eficientes, porque as
infeccdes no tecido sdo causados na maioria das vezes por Staphylococcus aureus e
Pseudomonas aeruginosa resistentes a meticilina (TRAVAGLI, ZANARDI E BOCCI,
2010).

Varios fatores estdo envolvidos na resisténcia desses patdgenos multirresistentes,
incluindo o uso abusivo de antibi6ticos, procedimentos invasivos (cirurgias,
implantacdo de préteses médicas e outros) e a capacidade das bactérias de transmitir seu
material genético com a informag&o de resisténcia a antibiéticos (RODRIGUES, 2016).

O uso excessivo de antibidticos no tratamento de doencas infecciosas e o
aparecimento de estirpes bacterianas resistentes a varios medicamentos (resistentes a
dois ou mais antibidticos) tem impulsionado a pesquisa para o estudo de agentes
antimicrobianos a partir de 6leos essenciais (SECHI et al., 2001).

Os custos dos tratamentos de patologias relacionadas a cicatrizacdo aumentam a
importancia dos estudos em busca de medicamentos e curativos capazes de interagir
com o tecido lesado, tendo por objetivo acelerar o processo de cicatrizacdo
(MENDONGCA E COUTINHO-NETO, 2009).

O ¢6leo ozonizado é o produto da reacdo do ozonio e o 6leo vegetal, sendo
considerado como medicamento 100% natural que pode se apresentar em diferentes
formas: liquido oleoso, emulsGes, cremes, pomada, supositorios, capsula liquidas entre
outros (PALACIOS, 2010).

Nos altimos anos, 6leos ozonizados tem chamado atencao na area farmacéutica e
cosmética devido a elevada atividade bacteriana, fungicida e efeitos terapéuticos
(SADOWSKA et al., 2008; CATALDO, 2013). A ozonizacdo de 06leos vegetais em
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varias condi¢cdes tem sido estudada para o tratamento de infeccdo de pele, como
dermatites, acnes, Ulceras, feridas, queimaduras, tratamento de asmas, uso como
laxativo, infecgdes intestinais, Ulcera gastroduodenal e tratamento de infecgdes causadas
por Giardia lamblia (ALMEIDA, 2012; MOUREU et al., 2015).

Segundo Bocci (2005; 2006) o efeito de cicatrizacdo dos 6leos ozonizados,
provavelmente, ocorre pela formacgéo de perdxido de hidrogénio e produtos de oxidagdo
lipidica quando os ozonideos entram em contato com o exsudado do ferimento. Esses
compostos possuem efeito de esterilizacdo e aumento de oxigenacdo no qual acelera a
cicatrizacdo (BOCCI, 2006).

O oleo ozonizado de girassol (Oleozon) tem propriedades bactericidas notaveis
como relatado por Lezcano et al. (1998) em um estudo preliminar, e atua diretamente no
micro-organismo sem danificar o epitélio humano (SECHI et al., 2001).

Kogawa e colaboradores (2015) realizaram um estudo com 6leos ozonizados e
encontraram atividade contra cepas clinicas de Enterococcus faecalis (CIM=5 mg mL"
1) para o0 6leo de linhaga e Staphylococcus aureus (CIM=< 3 mg mL™ ) e CIM= 7 mg
mL™ para os 6leos de girassol e baru (Kogawa et al, 2015).

Assim, é importante o estudo em diferentes tipos de 6leos a fim de encontrar
uma melhor atividade antimicrobiana, bem como, uma melhor eficiéncia na cura de
feridas crénicas. Como discutido anteriormente, o estudo com o neem é promissor em

varias areas de estudos, no entanto, ndo existem relatos da ozonélise com este 6leo.
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2 OBJETIVOS

Realizar a ozondlise do 6leo de neem em diferentes tempos de reacéo;

e Caracterizar 0s ozonideos por meio de técnicas fisico-quimicas e

espectroscopicas;
e Realizar o estudo da estabilidade térmica das amostras obtidas;

e Avaliar a atividade antimicrobiana dos 6leos ozonizados em vaérias cepas de

bactérias padréo e clinica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Materiais

O 6leo de neem foi obtido comercialmente por extracdo a frio da empresa Véris
6leos vegetais.

O ozénio foi gerado por um ozonizador da marca Ozone & Life, utilizando um
fluxo de 63 mg min™ O4/0,.

Os espectros de RMN de *H foram obtidos a 300 MHz e de RMN de *C a 75
MHz, utilizando como solvente CDCl3z em um espectrometro Bruker DPX 300.

As anélises quantitativas de RMNgq *H foram realizadas por integracéo de sinais
de hidrogénio, com relacdo ao sinal do padrédo interno, bifenila e o valor de iodo foi
determinado utilizando as equacgdes apresentadas por Popescu e colaboradores (2015) o
software ERETIC para interpretar os dados de RMN (Nunes, Oliveira e Alcantara,
2015).

Os espectros de IV foram obtidos por um espectrémetro da marca Bomen
MB100 com transformada de Fourier.

As analises de DSC foram realizadas a uma taxa de aquecimento de 10 °C min™
e as temperaturas variando de -80 a 30 °C, em atmosfera de N, a uma taxa de fluxo de
50 mL min™ com um gés pungente. As analises de TGA foram realizadas com fluxo de
aquecimento de 10 °C em atmosferas de N e Ar sintético com temperaturas de 100 °C a
600 °C.

As andlises do perfil de &cidos graxos foram realizadas em cromatdgrafo gasoso
capilar- CGC AGilent 68650, series GC System, coluna capilar: DB-23 AGILENT (
50% cianopropil) - Metilpolisiloxano, dimensGes 60m, diametro interno: 0,25mm,
filme: 0,25 um. Condic¢des de operacdo do cromatografo: fluxo coluna = 1,00mL/min.;
Velocidade linear = 24cm/seg; Temperatura do detector: 280°C; Temperatura do injetor:
250°C; Temperatura do forno: 110°C - 5 min.; 110 - 215°C (5°C/min), 215°C - 24 min,;
Gas de arraste: Hélio. O volume injetado foi de 1,0 pL, de acordo com a AOCS (2009).

11
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3.2 Metodo
3.2.1 Ozondlise no dleo de neem puro e com adigdo de 4gua

Em uma proveta de 250 mL foi adicionado 50 mL do 6leo e o oz6nio foi
borbulhado no tempo méximo de 12 horas de reacdo. As amostras foram identificadas
como: ON-02, ON-04, ON-06, ON-08, ON-10 e ON-12 para 2, 4, 6, 8, 10 e 12 horas de
reacdo em temperatura ambiente. Nas amostras com tempo de reacédo superior a 8 h, foi
adicionado 25 mL de diclorometano.

Para obtencdo do 6leo ozonizado com adi¢do de &gua, foi utilizado a mesma
quantidade do 6leo de neem com adicdo de 10% (v/v) de agua miliQ com agitacao
constante e temperatura ambiente até a amostra com 6 h de reacdo. As amostras com
tempo superior foram realizadas a temperatura de 40 °C. As amostras foram
identificadas como OAN-02, OAN-04, OAN-06, OAN-08, OAN-10 e OAN-12 para
2,4,6,8,10 e 12 horas de reacdo.

3.2.2 Indice de acidez (1A) (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2004a).

Em um erlenmeyer, foram pesados 2,0 g de amostra e adicionado 25 mL da
solucdo éter: alcool (2:1). Apds agitacdo foi adicionado 2 gotas do indicador
fenolftaleina e titulado com solucéo padronizada de hidroxido de potassio (KOH) 0,1M

até coloracdo rosea. Os resultados foram obtidos por meio da formula:

_n1xfox56,1
B m

1A

Onde,

nl: o volume em mL da solucdo de KOH gasto na titulacdo da amostra;
M: molaridade da solugdo de KOH;

f: fator de correcéo da solucdo de KOH

m: quantidade em gramas da amostra.

12



3. MATERIAIS E METODOS

3.2.3 Indice de iodo (11) (EUROPEAN PHARMACOPOEIA, 2004b).

Em um erlenmeyer contendo 0,25 gramas de amostra, foi adicionado, com uma
pipeta volumétrica, 10 mL de ciclo-hexano (INSTITUTO ADOLFO LUTZ, 1985) e 20
mL de solucdo de iodo cloro (Reagente de Wijs). ApoOs agitacdo, foi mantido em
repouso ao abrigo da luz e a temperatura ambiente por 30 minutos. Apds esse periodo,
foi adicionado 10 mL da solu¢do de iodeto de potéssio a 15% e 100 mL de &gua
destilada, recentemente fervida e resfriada até atingir a temperatura ambiente e titulado
com solugdo padronizada de tiossulfato de sodio 0,1M, até uma fraca coloracédo
amarela. Neste ponto adicionou-se de 1 mL de solugédo de amido indicador, e a titulagéo
foi continuada até o desaparecimento da coloracéo azul escura.

O branco foi preparado com agua destilada e o resultado foi obtido por meio da
formula:

_ 1,269 x (n1 —n2)
B m

11

Onde,
nl: o volume em mL da solucéo de tiossulfato de sodio gasto na titulacdo da amostra;
n2: o volume em mL da solucéo de tiossulfato de sodio gasto na titulagcdo do branco;

m: quantidade em gramas da amostra.

3.2.4 Teste antimicrobiano

As cepas clinicas foram doadas pelo Laboratério de Bacteriologia do Hospital
Universitario da UFMS e os bioensaios foram realizados no Laboratorio Sintmol —
Biotecnologia, do Instituto de Quimica da UFMS.

Os testes foram realizados com as seguintes cepas de bactérias: Pseudomonas
aeruginosa (ATCC 27853), Pseudomonas aeruginosa clinica (resistente a aztreonam,
imipenem e meropenem), Enterococcus faecalis (NEWP 0012), Enterococcus faecium
clinica (resistente a vancomicina), Escherichia coli (ATCC 25922), Staphylococcus
aureus (ATCC 25923), Staphylococcus aureus clinica (resistente a oxacilina e
penicilina G) e Klebsiela pneumoniae ssp (KPC).

Os inoculos foram preparados em solucdo salina 0,85% e a concentracéo final
foi lida em um dispositivo DensiChek Plus (bioMérieux) com valor de 0,5 na escala

McFarland, equivalente a 104 UFC mol™.

13
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As amostras foram solubilizadas em agar Mueller-Hinton com 2% de Tween-
80%. As placas foram preparadas em diferentes concentracdes (7, 5, 3, 2, 1, e 0,5 mg
mL™). Aliquotas de 5 pL de cada indculo foram aplicadas nas placas, que foram incubas

a 30 °C. Apo6s 24 h, foi verificado a presenca ou auséncia de colénia (NCCLS, 1993;
KOGAWA et al., 2015).

14
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Composigao dos acidos graxos do 6leo de neem

Foi realizado o perfil da composicao de acidos graxos por cromatografia gasosa
e os resultados encontram-se na (Tabela 2). Os maiores componentes de &cidos graxos
encontrados foram acido oleico (41,50%), linoleico (19,79%), estearico (18,11%) e
palmitico (17,14%).

Os resultados encontrados estdo de acordo com a literatura, apresentando uma
pequena variacdo na composicao dos acidos graxos. Essa diferenca deve-se ao fato da
variabilidade do solo, clima, variedade da planta, forma de extragdo, o que interfere na
composicdo (CHAUDHARI et al., 2013; PINTO E LANCAS, 2010).

Tabela 2. Composicédo dos acidos graxos do 6leo de neem puro.

Composicdo em acidos graxos (%6 m/m)

C14:0 Miristico 0.05
C15:0 Pentadecanoico 0.03
C16:0 Palmitico 17.14
Ci16:1 Palmitoléico 0.12
C17:0 Margarico 0.17
Cl7:1 cis-10-heptadecendico 0.05
C18:0 Estearico 18.11
C18:1 trans Elaidico 0.11
Ci18:1 Oleico 41.50
C18:2 trans t-linoleico 0.10
C18:2 Linoleico 19.79
C18:3 Linolénico 0.71
C20:0 Araquidico 1.50
C20:1 Eicosendico 0.13
C22:0 Behénico 0.30
C24:.0 Lignocérico 0.20

4.2 Caracterizacdo espectroscopica de Infravermelho (IV) e Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) de *H e RMN de *C

Os espectros de 1V relatam as mudangas dos grupos funcionais durante a reagéo
de ozonolise (KOGAWA et al., 2015). Com o aumento do tempo da reacdo, como

esperado, houve o desaparecimento das bandas referentes as ligaces duplas em 1650
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cm™ (estiramento C=C) e estiramento C-H sp? em 3009 cm™, presentes no 6leo de neem
puro. A banda do grupo éster em 1746 cm™ dos triacilglicerideos estdo presente antes e

depois da ozonolise, 0 que indica que ndo houve reacdo com os grupos acila (Figura 5).
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Figura 5. Espectro de IV das seguintes amostras: a) 6leo de neem puro; B) éleo de
neem ozonizado por 12 h; C) 6leo de neem ozonizado por 2 h em presenca de agua; D)
6leo de neem ozonizado por 12 h em presenga de agua.

Na amostra de 6leo de neem ozonizada por duas horas (ON-02) (Figura E2 em
anexo), nota-se 0 aparecimento de uma nova banda em 1105 cm™ relacionada ao
estiramento C-O atribuido a formacdo dos ozonideos. No entanto, as duplas ligacdes
ainda estéo presentes, desaparecendo na amostra ozonizada por 12 horas de reacdo (ON-
12).

Nas amostras ozonizadas com agua por 2 horas (OAN-02, Figura 5), apresenta
bandas adicionais em 3464 cm™ (estiramento O-H) referente & 4gua adicionada no
processo. A partir das amostras ozonizadas por 6 horas com adi¢do de agua (OAN-06)
(Figura E10 em anexo), ndo ha mais a presenca de insaturagdes e a banda larga em 3482
cm™ é referente ao estiramento O-H da formagdo do a-hidroxi-hidroperéxido.

As amostras ozonizadas por 8, 10 e 12 horas com adi¢do de dgua (OAN-08,
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OAN-10 e OAN-12) (em anexo), além da banda em 1746 cm™, possuem uma banda em
1710 cm™ referente & carbonila de &cidos saturados, provenientes da oxidacdo dos
aldeidos e decomposicdo dos ozonideos pelo processo continuo de ozondlise
(OMONOV, KARRAZ & CURTIS, 2011).

No espectro de RMN de *H do 6leo de neem puro observamos duplos dupletos
em 4,10 e 4,25 ppm do grupo metileno do glicerol (a) e em 5,31 ppm referente ao grupo
C-H central do glicerol (). Esses sinais se mantiveram em todos 0s espectros das
amostras dos 0Oleos ozonizados com e sem adi¢do de agua, indicando que a reagdo
ocorreu somente nas insaturac@es dos acidos graxos (Figura 8).

Também foi observado sinais referentes aos hidrogénios olefinicos dos acidos
insaturados presente no 6leo puro na regido de 5,20 a 5,40 ppm (G) e sinais dos prétons
adjacente a ligacdo dupla (C) em 1,99 ppm e em 2,74 ppm atribuidos aos hidrogénios
alilicos internos (A) dos &cidos poli-insaturados (Figura 7). A Figura 6 apresenta 0s

principais tipos de hidrogénios observados no espectro de RMN de *H.

Y Hb Hd He
' R1-CH,-CH~(CH;),~CH,
H..(I He Hg Hg Hc
a ¢y R2-CHz*CH;+(CH;)4~CH2-CH=CH-CH,+(CH;)5~CH;
) Ha
R\ 0 (“, R ,'CHA,‘CH _(CH. ),i'CH, .CH:CH'CHAﬁCH:CH'CH.w“(CH; )'CH \

(
] Hi
O R;*CH,-CH,+(CH;)4~CH,CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH=CH-CH,-CH,

xRy, Ry, Ryou R,

Figura 6. Tipos de hidrogénios presente nos acidos graxos.

No espectro de RMN de *H (Figura 7) com duas horas de ozonélise (ON-02),
apareceram multipletos em 5,14- 5,08 relacionados a formacdo dos ozonideos
resultantes da reacdo do ozdnio com os &cidos monoinsaturados (I). No entanto, 0s
sinais dos hidrogénios externos desses &cidos ainda estdo presentes. Novos sinais
apareceram em 5,54 — 5,58 ppm, relativos aos hidrogénios dos ozonideos homoalilicos
(H).

Também foi observado um simpleto em 9,7 ppm no espectro de RMN de ‘H
relativo a formacdo de aldeidos como resultado da quebra do carbono 9 e 6 do acido

oleico e linoleico durante a reacdo de ozonolise.
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Figura 7. Espectro de RMN de *H da regido de -0,1 a 10 ppm para as seguintes
amostras: ON-00 (6leo de neem puro); ON-02 (6leo de neem ozonizado por 2 h); ON-
12 (6leo de neem ozonizado por 12 h).

Na amostra ON-12, os sinais das insatura¢fes do &cido oleico e linoleico estdo
ausentes. Os hidrogénios dos ozonideos apareceram em 5,14 e 5,08 ppm (I, Figura 7) e
em 5,42 — 5,36 ppm referentes aos hidrogénios dos ozonideos ligados ao grupo metileno
(J, Figura 7).

No espectro de RMN de *C do 6leo de neem puro (Figura 8), estdo presentes os
sinais referente ao grupo éster em 172 e 173 ppm , carbonos sp? da cadeia carbdnica
graxa em 127 a 130 ppm, carbonos do glicerol (CH, da posicdo 1 e 3) e (CH da posigéo
central) cairam em 62 e 68 respectivamente. Os sinais entre 34 a 14 ppm referem-se aos
demais carbonos presentes na estrutura. A partir da amostra ozonizada por 2 horas, ja

pode ser observado a formagdo de ozonideos pelo aparecimento do sinal em 104 ppm.
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Figura 8. Espectros de RMN de **C das seguintes amostras: ON-00 (6leo de neem
puro); ON-02 (6leo de neem ozonizado por 2 h); ON-12 (6leo de neem ozonizado por
12 h).

Os sinais da regido de 127 a 130 ppm est&o ausentes no espectro de RMN de *3C
da amostra ozonizada por 12 horas, confirmando assim, a reacdo completa do ozbnio
com as insaturacGes. Os outros sinais se mantiveram em todas as amostras, 0 que
comprova que 0 0z0nio reagiu somente com as olefinas.

Os espectros de RMN de 'H das amostras de 6leo com adicdo de agua est&o
apresentados na Figura 9. No produto com 2 horas de reacdo (OAN-02), esta presente
um simpleto em 4,77 ppm, referente a agua adicionada, que apresentou esse
deslocamento devido as interacfes de hidrogénio com o éster da cadeia do &cido graxo.
Esse sinal esta ausente a partir de 4 horas de ozondlise.

Como se pode verificar, a reacdo de ozonolise na presenca de agua € mais
rapida. Os sinais de olefinas desapareceram nas amostras a partir de 6 horas de reagdo
nos 0leos ozonizados com agua e notou-se o aparecimento de um simpleto em 7,94 ppm

atribuidos ao proton do a-hidro-hidroperoxido (Figura 9).
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OAN-02

Figura 9. Espectros de RMN de *H da regio de -0,1 a 10 ppm para amostras
ozonizadas na presenca de agua: (OAN-02) 6leo de neem ozonizado por 2 horas;
(OAN-06) 6leo de neem ozonizado por 6 horas; (OAN-08) 6leo de neem ozonizado por
8 horas; (OAN-12) 6leo de neem ozonizado por 12 horas.

Nos espectros das amostras ozonizadas por 10 e 12 horas com adi¢do de agua
(OAN-10 e OAN-12) apareceram sinais em 8,69 ppm e 8,90 ppm. Esses sinais sao
referentes ao grupo hidroxila do acido carboxilico originados da oxidacdo do aldeido e
decomposi¢cdo dos ozonideos, como explicado anteriormente (Omonov & Karraz,
2011). Nos espectros de RMN de °C, apresentados na Figura 10, os sinais referentes

ao carbono do grupo carboxila apareceram em torno de 179 ppm.
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Figura 10. Espectros de RMN de **C das seguintes amostras ozonizadas na presenca de
agua: (OAN-02) 6leo de neem ozonizado por 2 horas; (OAN-06) 6leo de neem
ozonizado por 6 horas; (OAN-08) 6leo de neem ozonizado por 8 horas; (OAN-12) 6leo
de neem ozonizado por 12 horas.

4.3 Anélises fisico-quimicas e RMN de *H quantitativo (RMNg)

Foram realizadas analises de indice de acidez e indice de iodo para as amostras
de 6leo de neem puro e ozonizadas, cujos resultados estdo apresentados na Tabela 3.

Com o aumento do tempo de ozondlise observa-se um aumento gradual no
indice de acidez, o que se pode atribuir & formacdo dos compostos peroxidicos (DIAZ et
al., 2012). Nos 0leos ozonizados na presenca de agua, o indice de acidez foi maior, o
que esta de acordo se levarmos em consideracéo a formacao de &cidos carboxilicos pela
quebra dos compostos peroxidicos e oxidagdo de aldeidos, como pode ser observado
nos espectros de RMN de *H (DIAZ et al., 2012).

O indice de iodo pelo método de Wijs € uma técnica analitica utilizada para
medir o indice de insaturacdo em 6leos (CHOUDHARY, GROVER & JAVED, 2015).
Essa técnica mede a quantidade de I, consumido em 100g de amostra e depende de
varios fatores, principalmente a quantidade de duplas ligagdes carbono-carbono,

condigdes de e tempo de armazenamento e processos de oxidagdo (SHIMAMOTO et
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al., 2015). Com o aumento do tempo de reacdo de ozonolise, as insatura¢fes dos acidos
graxos vdo diminuindo a medida que reagem com o0 o0zbnio, levando,
consequentemente, a diminuigdo do indice de iodo.

A determinacdo do indice de iodo realizado pela técnica de RMN de *H
quantitativo foi realizada. Os valores foram obtidos levando em consideragéo a posicédo
e a intensidade de sinais. Os grupos foram integrados e os valores das integrais foi o
indice de iodo.

As integrais dos sinais de RMN de *H sdo proporcionais aos nimeros de
hidrogénios presentes em cada grupo funcional. A partir dos espectros de RMN de *H
das amostras de 6leo, o valor de iodo (Il) foi determinado por meio da combinacdo das
integrais, usando como padrdo interno a bifenila. A relacdo foi feita de acordo com

equacao abaixo, segundo Popescu et al (2015).

I = .86

[(F) + (E)]

w4 |

Os sinais foram selecionados na regido de 7,65 — 7,46 ppm para a bifenila, 5,39
— 5,29 ppm referente ao sinal (B), 1,0 — 0,71 ppm para o sinal (E). O sinal (F) da
formula acima é referente ao CH3 do acido linolénico (CH=CH-CH,-CHj3) e ndo foi
observado nos espectros devido a sua baixa concentracdo no 06leo e por isso foi
considerado 0 (zero) em todos os calculos (Figura 11).

A RMNg é considerada uma técnica simples, de curto tempo para aquisicdo dos
experimentos de RMN de *H, sem qualquer necessidade de calibragdo externa e que
apresenta dados robustos de quantificacdo, desde que sejam seguidos todos os
parametros para a quantificacdo em RMN (MALZ & JANCKE, 2005).
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Figura 11. Espectro quantitativo de RMN de'H para determinacéo do indice de iodo.

Os resultados de indice de iodo pelos métodos de Wijs e gRMN apresentaram
uma diminuicdo de valores com o aumento do tempo da reacdo de ozondlise, pois 0
0z0Onio reagiu com as insaturag@es dos &cidos graxos (Tabela 3).

Com exce¢do da amostra OAN-06, os resultados de Il por ambos os métodos
foram similares entre si, cujas amostras ON-00 (6leo puro), ON-02, ON-04 e OAN-02
apresentaram indices de iodo pelo método de Wijs significativamente superiores que
aqueles obtidos por RMN, muito provavelmente devido aos desvios oriundos do
processo de titulacdo deste método.

Por outro lado, conforme houve a diminuicdo dos indices de iodo pela reacdo de
ozonodlise, a interferéncia de sinais coalescentes na mesma regido de quantificacao pelo
método de RMN passou a ser observada, detectando-se um aumento dos valores de Il
comparativamente ao método de Wijs (amostras OAN-04 e OAN-06), provavelmente
devido a formacdo de outras substancias no decorrer da reacdo de ozonolise. Nesse
sentido, em valores muito baixos de Il houve uma convergéncia entre os resultados para
ambos os métodos (amostras ON-06, ON-08 e ON-10), indicando que os desvios por
Wijs parecem ser superiores aos por RMN, ja que somente quando os desvios em RMN
tornam-se importantes, ou seja, quando ha a sobreposicao de sinais, € que os resultados

tornam-se significativamente equivalentes.
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Tabela 3. Determinacgdo do indice de acidez (IA) e indice de iodo (I1) das amostras de
6leo de neem puro e ozonizado (% molar).

Amostras* I1 (RMN) Il (g de 1,/100 de amostra) IA (mg of KOH g™%)
ON-00 60.00 + 0.36" 69.08 + 0.72" 6.47 £ 0.45
ON-02 46.63 + 0.61° 52.32 +0.59" 10.37 £ 0.96
ON-04 34.34 + 0.62° 42.47 +0.68" 16.32 £ 1.37
ON-06 22.54 £ 0.35° 24.09 £ 1.63° 2159+ 0.91
ON-08 15.49 16.71+1.10 21.94 +0.99
ON-10 10.88 + 0.71° 9.36 + 0.94° 25.61+0.89
ON-12 0.00 0.00 39.79 £ 0.95

OAN-02 34.45 + 0.56° 37.83+0.27° 17.26 £ 0.67
OAN-04 22.98 +0.83° 21.06 + 0.46° 32.22+0.31
OAN-06 17.85 + 0.47° 2.62 £ 0.48° 60.08 + 0.68
OAN-08 0.00 0.00 93.16 £ 0.71
OAN-10 0.00 0.00 139.84 + 0.69
OAN-12 0.00 0.00 117.44 + 0.60

* ON: Oleo de neem; OAN: Oleo de Neem ozonizado com agua. *° O mesmo alfabeto ndo representa
diferenca significativa e alfabetos diferentes representam diferencas significativas entre os Il obtidos por
RMN e pelo método de Wijs. O Student’s t-test foi aplicado para avaliar as diferencas significativas entre
os Il (P<0.05).

4.5 Analises térmicas

4.5.1 Calorimetria exploratdria (DSC) - Curvas de resfriamento e aquecimento

Durante o processo de aquecimento e resfriamento das amostras de 6leo de neem
puro e ozonizadas foram observadas exo e endotermas largas referente as transicdes de
fuséo e de cristalizacdo Figuras 12 - 15.

A cristalizacdo de &cidos graxos insaturados ocorre em temperaturas em torno de
-30 °C e os saturados em temperaturas mais elevadas, entre -10 a 15 °C (PIEZERANA
et al., 2015). Neste estudo, observamos uma temperatura de cristalizacdo do 6leo de
neem puro em 7,29 °C, provavelmente referente ao acido oleico que estd em maior

quantidade (Figura 12).
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Figura 12. Curvas de resfriamento das amostras do 6leo de neem puro e ozonizados.

O aumento de temperatura de cristalizacdo dos insaturados também foi
observado por Pierezana et al (2015), onde os ésteres derivados do 6leo de T. cattapa,
que possui 37,5% de acido oleico e 22,6% de acido linoleico, apresentaram ponto de
cristalizacdo em 5,95/4,09 °C (fase metilica/etilica) sendo justificado pela presenca dos
acidos saturados, como o palmitico, que cristaliza a 23,2 °C, que pode influenciar no
aumento da temperatura (Figura 12).

Com o aumento do tempo de ozonolise, 0s eventos exotérmicos sofreram um
leve deslocamento que pode ser atribuido a formacéo de diferentes formas polimorficas
ou a cristalizacdo de diferentes fracdes de acidos graxos. Os compostos peroxidicos
formados na reacdo de ozonodlise também podem influenciar na temperatura de
cristalizacdo e na forma assimétrica dos picos (Figura 12) (CHIVARO et al., 2007).

Nas amostras OAN-02 e OAN-04, picos exotérmicos em -39,43 °C e -46,91 °C
respectivamente estdo presentes. Esse evento pode ter ocorrido devido a interacdo da
agua com os triacilglicerois diminuindo a forca de Van der Waals entre as cadeias de
acidos graxos. Assim, com a diminuicdo dessas interacOes, essas temperaturas de

cristalizacdo séo referentes aos acidos graxos insaturados (Figura 13).
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Figura 13. Curvas de resfriamento das amostras do 6leo de neem ozonizadas na
presenca de agua.

Caracteristicas complexas, tais como, ombros ndo separaveis de picos nas curvas
endotérmicas, foram notados, assim como nas analises de Tan e Man (2000). O 6leo de
neem puro apresentou ponto de fusdo em 4,11 °C e 9,25 °C referente aos insaturados e
saturados respectivamente. Conforme ocorreu o aumento do tempo de ozondlise, o
ponto de fusdo também se deslocou para valores maiores devido a saturacdo dos acidos
graxos, sendo a amostra com 12 horas de ozondlise, a temperatura de fusdo em 12,29 °C
(Figura 14).

A medida que o tempo de ozondlise aumentou, o ponto de fusdo também se
deslocou para valores mais elevados devido a saturagdo de ligacbes duplas de acidos
graxos com maximo de picos 8.29 °C, 8.58 °C, 8.83 °C, 9.60 °C e 10.28 °C para as
amostras ON-04, ON-06, ON-08, ON-10 e ON-12, respectivamente. Para ON- 02 a
curva DSC mostra um evento adicional com pico maximo em - 13.90°C, possivelmente

atribuido a residuos de acidos graxos insaturados (Figura 14).
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Figura 14. Curvas de aquecimento das amostras do 6leo de neem puro e ozonizados.
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Figura 15. Curvas de aguecimento das amostras do 6leo de neem ozonizadas com

adicdo de agua.
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4.6 Analises Termogravimetricas/ Termogravimetria derivada (TG/DTG)

As curvas de TG/DTG para o 6leo de neem ozonizado com e sem agua foram
realizadas em atmosfera de nitrogénio e ar sintético. A temperatura de decomposicao de
Oleos vegetais em atmosfera oxidante de ar sintético esta relacionada com o grau de
insaturacdo e podem ocorrer em duas ou trés etapas (POLITI, MATOS & SALES,
2013; GARCIA et al., 2007).

Para o Oleo de neem puro em atmosfera de ar sintético observou-se
decomposicdo em duas etapas nas curvas de TG/DTG. O primeiro evento inicia em
240° C com perda de massa de 81,37 %, associada a oxidagdo dos acidos insaturados,
nesse caso 0 oleico e o linoleico, que estdo em maiores quantidades. A segunda etapa,
em 445,7 °C com perda de massa de 12,71 %, refere-se a oxidacdo dos acidos graxos
saturados (Figura 16) (BAGORIA, 2012; GARCIA et al., 2007).
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Figura 16. Curvas de TG/DTG em atmosfera de ar sintético paras as amostras do 6leo
de neem ozonizado.

A partir de duas horas de ozondlise, as curvas de TG/DTG mostraram
decomposic¢édo das amostras em 3 etapas, com temperatura inicial de decomposi¢do em

125 °C com perda de massa de 5.16 %. Com o aumento da ozonolise, aumenta a
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quantidade de massa perdida e isso € proveniente da atmosfera oxidante e da formacéo
dos ozonideos (Figura 16).

Como a amostra ON-12 ndo possui mais insaturacGes, os compostos formados
sdo termicamente mais resistentes, o que o torna mais estavel do que as amostras com
tempo inferior de reacdo. Isso também foi observado nas amostras ozonizadas com agua
a partir de 8 horas de reacdo (Figura 16).

Nas amostras ozonizadas com &gua até 8 horas, tanto em atmosfera oxidante
quanto em atmosfera de nitrogénio, foi observado uma diminuicdo da estabilidade

térmica, proveniente da perda de agua adicionada.
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Figura 17. Curvas de TG/DTG em atmosfera de ar sintético paras as amostras do 6leo
de neem ozonizado com adigdo de agua.

Em atmosfera de nitrogénio, as amostras de 6leo de neem puro se decompdem
em uma Unica etapa enquanto as amostras ozonizadas se decompdem em duas etapas.
Também foi observado o aumento da perda de massa com o aumento da ozondlise
devido o incremento de O3/O, na matriz do triacilglicerideos (Figura 18).

Em atmosfera oxidante, as amostras de até 6 horas de reacdo com adigdo de agua

apresentaram estabilidade até 120 °C. Com o aumento da reacdo, a estabilidade
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diminuiu, provavelmente devido a oxidacao dos acidos graxos e compostos peroxidicos,
sendo as amostras OAN-08, OAN-10 e OAN-12 estaveis até 70 °C (Figura 17).

Em atmosfera de nitrogénio, as amostras OAN-02 e OAN-04 apresentaram a
mesma temperatura inicial de decomposicdo, em 120 °C, com trés etapas de
decomposicdo. Com 6 horas de reacdo, a decomposicao passa a ser em duas etapas, com
inicio em 93 °C. A temperatura de decomposi¢cdo das amostras OAN-08, OAN-10 e
OAN-12 diminuiram para 70°C (Figura 19).
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Figura 18. Curvas de TG/DTG em atmosfera de nitrogénio do 6leo de neem puro e
ozonizado.
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Figura 19. Curvas de TG/DTG em atmosfera de nitrogénio do: 6leo de neem ozonizado
na presenca de agua.

4.7 Avaliacdo da atividade antimicrobiana

Foram realizados os testes com oito cepas de bactérias, dentre elas, 4 espécies de
gram-positivas, Enterococcus faecalis (NEWP 0012), Enterococcus faecium clinico
(resistente a vancomicina) e Staphylococcus aureus (ATCC 25923) e clinico e 4
espécies de gram-negativas, Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853) e clinica,
Escherichia coli e Klebsiella pneumoniae (KPC). Estes microrganismos sdo 0s maiores
responsaveis por diversas infeccbes em pacientes saudaveis e imunocomprometidos
(IORIO et al., 2016).

As infecgdes causadas pelas bactérias Gram-negativas sdo as mais preocupantes,
pois, sofrem modificagfes genéticas e dessa forma adquirem resisténcia aos
antibioticos, tais como, K. pneumoniase produtoras de carbapenemases (KPC), que esta
gerando uma crise na salde publica devido a sua ampla resisténcia aos antibioticos
(PELEG & HOOPER, 2010; DE ROSA, 2015).

Os agentes B-lactamicos, incluindo os carbapenémicos, sdo uma classe de

antibioticos bastante usada para tratar infeccdes causadas por bactérias multirresistentes.
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No tratamento dessas infec¢es destacam-se dois antibidticos da classe das polimixinas,
a polimixina B e a polimixina E (colistina) (RODRIGUES, 2016; ANDERSON, 2007).

Nos casos de infec¢do por microrganismos produtores de KPC, as polimixinas
sdo praticamente a Unica alternativa terapéutica, no entanto, a toxicidade gerada ao
individuo é um fator de limitacdo ao uso desses medicamentos. Além disso, a
recomendacdo dada pelos 6rgdos de saude € a utilizagdo das poliximinas com mais um
ou dois antibidticos, sendo, aminoglicosideos (gentamicina ou amicacina),
carbapenémicos (meropenem ou doripenem) ou tigeciclina (RODRIGUES, 2016).

Neste estudo, o Oleo de neem ozonizado com e sem &gua apresentaram
excelentes resultados contra cepas testadas quando comparado com os resultados da
literatura, como pode ser observado na Tabela 4. A sensibilidade dos microrganismos
aos produtos obtidos é representada pela concentracdo inibitéria minima (CIM ou MIC)
de cada microrganismo para cada antimicrobiano, que corresponde a menor
concentracdo do antimicrobiano capaz de inibir o desenvolvimento visivel do

microrganismo.

Tabela 4. Valores de Concentragdo Inibitoria Minima (CIM) obtidos de 6leo de neem
ozonizado.

Amostras CIM (mg mL™)
Cepas de bactérias
n e @ a3 L
2¢q 858 £ 28358 89 fs &%
SLg &£ ZFE SE °F adpE 0E XEX
=ZS S5 S« ST ua« £« eSS 32 a
w Ui n n 3 3 S
(4] [§]
ON- 00 - - - - 5 - - -
ON- 02 - - - - - - - -
ON- 04 - - - - - - - -
ON- 06 - 2 - - - - - -
ON- 08 <0.5 <0.5 - - - - - -
ON-10 5 - 5 - - - - -
ON-12 1 1 5 7 - - - 7
OAN- 02 5 2 2 7 7 - - -
OAN- 04 2 2 2 3 3 - 5 7
OAN- 06 <0.5 <0.5 3 3 3 - 5 5
OAN- 08 5 <0.5 2 5 5 5 7 -
OAN- 10 2 2 2 5 - - - -
OAN- 12 7 - 7 5 - - - -

* - Ndo ativa nas concentracfes testadas.
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Os o6leos ozonizados com adicéo de agua apresentaram acdo com 0 menor tempo
de ozonolise, enquanto, os 6leos ozonizados sem adi¢do de agua, com 0 mesmo tempo,
nédo apresentaram atividade. 1sso pode estar relacionada com a formagé@o de uma maior
quantidade de compostos peroxidicos, como os hidroperoxidos, formados nos 6leos
com adicdo de agua.

As cepas de E. faecalis (ATCC), E. faencium clinica e S. aureus ATCC
apresentaram maior sensibilidade aos Oleos ozonizados, uma vez que, as bactérias
Gram-positivas sdo mais sensiveis do que as Gram-negativas devido a composicao da
membrana plasmatica (SILHAVY, KAHNE E WALKER, 2010).

As amostras ozonizadas por 12 horas sem adicdo de agua (ON-12 e por 4 e 6
horas com adigdo de 4gua (OAN-04 e 0AN-06) apresentaram MIC de 7 mg mL™ e 5 mg
mL™ contra a K. pneumoniae, excelente resultado devido & alta resisténcia dessas
bactérias e seu tratamento que leva a combinacdo de antibioticos (LANDMAN, 2008;
De ROSA, 2015).

Muitos estudos descritos na literatura revelam atividade antibacteriana dos 6leos
ozonizados frente a diferentes cepas de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
como, Mycobacterium sp., Staphylococcus sp., Streptococcus sp., Enterococcus sp, E.
coli e P. aeruginosa., E. faecalis e S. aureus (SECHI et al., 2011; DIAZ et al., 2001).

Sechi et al. (2011) encontraram valores de MIC de 9,5 mg mL™ para E. faecalis
e S. aureus e 4,75 mg mL™" para E. coli e P. Aeroginosas. Moureu et al. (2015)
encontraram valores 5 mg mL™ do 6leo ozonizado com 4gua e MICs de 1,23 a 10,0 mg

mL™ contra S. aureus, 2,5 a 40,0 mg mL™ contra E. coli.
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A reacdo de ozonolise do 6leo de neem foi realizada no periodo de 2 a 12 horas
com e sem adigdo de agua. Os produtos formados foram confirmados pelas técnicas
apropriadas de RMN de 'H e *C e infravermelho. O grau de insaturacdo foi
determinado pelo método de Wijs e pela técnica de RMN de 'H quantitativo. As
estabilidades das amostras foram determinadas pelas técnicas de DSC e TG/DTG. A
reacdo de ozondlise é mais rapida na presenga de agua.

Os resultados dos testes antibacterianos do 6leo de neem ozonizado sdo
excelentes em comparacdo com os dados da literatura com MIC <0,5 mg mL-1 para
Enterococcus faecalis ATCC clinico e E. faecium clinico e, além de apresentar
atividade contra cepas de Klebsiella pneumoniae (KPC), e S. aureus padréo (2 mg mL™)
S. aureus resistentes a meticilina (3 mg mL™). Os 6leos ozonizados na presenca de agua
foram mais bioativos do aqueles ozonizados na auséncia de 4gua com 0 mesmo tempo

de reacéo.
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Figura E1. Espectro de IV do éleo de neem puro.
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Figura E2. Espectro de 1V do 6leo neem ozonizado por 2 horas
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Figura E3. Espectro de IV do 6leo de neem ozonizado por 4 horas.
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Figura E4. Espectro de IV do éleo de neem ozonizado por 6 horas.
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Figura E5. Espectro de IV do 6leo de neem ozonizado por 8 horas.
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Figura E6. Espectro de 1V do 6leo de neem ozonizado por 10 horas.
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Figura E7. Espectro de IV do 6leo de neem puro ozonizado por 12 horas.
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Figura E8. Espectro de IV do 6leo de neem ozonizado por 2 horas com adicao de &gua.
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Figura E9. Espectro de IV do 6leo de neem ozonizado por 4 horas com adicéo de agua.
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Figura E10. Espectro de IV do 6leo de neem ozonizado por 6 horas com adicdo de

agua.
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Figura E11. Espectro de IV do 6leo de neem ozonizado por 8 h com adigdo de agua.
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Figura E12. Espectro de IV do dleo de neem ozonizado por 10 horas com adigéo de
agua.
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Figura E13. Espectro de IV do 6leo de neem ozonizado por 12 horas com adicao de
agua.
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Figura E15. Espectro de RMN de *C do 6leo de neem puro (ON-00).
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Figura E17. Espectro de RMN de *3C ozonizado por 2 horas (ON-02).
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Figura E19. Espectro de RMN de *3C do 6leo de neem ozonizado por 4 horas (ON-04).

51



7. ANEXOS

b

Ak _}L}JML |

T

T

Figura E21. Espectro de RMN de *3C do 6leo de neem ozonizado por 6 horas (ON-06)
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Figura E22. Espectro de RMN de *H do 6leo de neem ozonizado por 8 horas (ON-08)
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Figura E23. Espectro de RMN de **C do 6leo de neem ozonizado por 8 horas (ON-08).
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Figura E24. Espectro de RMN de *H do 6leo de neem ozonizado por 10 horas (ON-10).
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Figura E26. Espectro de RMN de *3C do 6leo de neem ozonizado por 12 horas (ON-
12).
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Figura E27. Espectro de RMN de *H do 6leo de neem ozonizado por 2 horas com
adicdo de agua (OAN-02).
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Figura E28. Espectro de RMN de **C do 6leo de neem ozonizado por 2 horas com
adicéo de 4gua (OAN-02).
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Figura E29. Espectro de RMN de *H do 6leo de neem ozonizado por 4 horas com
adicdo de agua (OAN-04).
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Figura E30. Espectro de RMN de *H do 6leo de neem ozonizado por 4 horas com
adicao de 4gua (OAN-04).
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Figura E31. Espectro de RMN de *H do 6leo de neem ozonizado por 6 horas com
adicao de dgua (OAN-06).
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Figura E32. Espectro de RMN de **C do 6leo de neem ozonizado por 6 horas com
adicéo de agua (OAN-06).

58



7. ANEXOS

Current Data Parameters :_?_' =
HAME CAN-BH . B
EXENO 11 N 7
PROCNO 1 | |
FZ - Rcguisition Parameters

Date 201e082¢

Time 13.12

INSTRUM spect

PROBHD 5 mm Dual 13cC/

PULFROG

D

SOLVENT

NS

SWH

FIDRES

RD

R

—————=—= CHLNNEL fl1 ——==————=

nucl

Pl

PL1

SFOl 300.132040% MH=z

FZ - Processing parameters

ST 65536

SF 300.1299757 MH=z

WDW EM “ A
55B 0

LB 0.30 Hz

B v}

BC 1.00 14 13 12 11 10 9 ] 7 (= 5 4 3 2 1 0 ppm

Figura E33. Espectro de RMN de *H do 6leo de neem ozonizado por 8 horas com
adicao de 4gua (OAN-08).
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Figura E34. Espectro de RMN de **C do 6leo de neem ozonizado por 8 horas com
adicao de 4gua (OAN-08).
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Figura E35. Espectro de RMN de *H do 6leo de neem ozonizado por 10 horas com

adicdo de agua (OAN-10).

Figura E36. Espectro de RMN de **C do 6leo de neem ozonizado por 10 horas com

adicao de 4gua (OAN-10).
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Figura E37. Espectro de RMN de *H do 6leo de neem ozonizado por 12 horas com
adicdo de agua (OAN-12).
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Figura E38. Espectro de RMN de **C do 6leo de neem ozonizado por 12 horas com
adicdo de 4gua (OAN-12).
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Figura E39. Espectro de RMN de *H quantitativo do 6leo de neem (ON-00).
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Figura E40. Espectro de RMN de *H quantitativo do 6leo de neem ozonizado por
2 horas (ON-02).
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Figura E41. Espectro de RMN de *H quantitativo do 6leo de neem ozonizado por
4 horas (ON-04).
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Figura E42. Espectro de RMN de *H quantitativo do 6leo de neem ozonizado por 6
horas (ON-06).

63



7. ANEXOS

=0 ir ol L] ~
hHE H B A
XEPHN C [} r I r = W 1 gt o sy o] oy Oy 0y 1

1

Ty ¥
FUL =g
(=1 i
SWH
A
L
q

e ih -, i g iV

Figura E43. Espectro de RMN de *H quantitativo do 6leo de neem ozonizado por 8
horas (ON-08).
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Figura E44. Espectro de RMN de *H quantitativo do 6leo de neem ozonizado por 10
horas (ON-10).
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Figura E45. Espectro de RMN de *H quantitativo do 6leo de neem ozonizado por 12
horas (ON-12).

Figura E46. Espectro de RMN de *H quantitativo do 6leo de neem ozonizado por 2
horas com adicdo de 4&gua (OAN-02).
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Figura E47. Espectro de RMN de *H quantitativo do 6leo de neem ozonizado por 4
horas com adicao de agua (OAN-04).

Figura E48. Espectro de RMN de *H quantitativo do 6leo de neem ozonizado por 6
horas com adicao de agua (OAN-06).
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Figura E49. Espectro de RMN de *H quantitativo do 6leo de neem ozonizado por 8
horas com adicdo de 4&gua (OAN-08).

Figura E50. Espectro de RMN de *H quantitativo do 6leo de neem ozonizado por 10
horas com adicdo de 4gua (OAN-10).
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Figura E51. Espectro de RMN de *H quantitativo do 6leo de neem ozonizado por 12
horas com adicdo de agua (OAN-12).
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