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Resumo

Nos dltimos anos, houve incentivo ao estudo de éleos essenciais, uma vez que estes apresentam em sua composi¢do
substancias inseticidas, antiflngicas e antibacterianas. Nesse ambito, a Azadirachta indica, popularmente conhecida
como Nim, em decorréncia de seus biocompostos, tornou-se de grande interesse na comunidade de desenvolvimento
cientifico, dado que, os ingredientes ativos da planta possuem propriedades antimicrobianas e antifingicas. Portanto,
0 6leo essencial foi extraido de folhas de Nim colhidas na regido de Petrolina-PE, através da técnica de ultrassom e
extracdo por infusdo usando etanol e hexano. Foi analisada a atividade antimicrobiana do 6leo de Nim perante
Escherichia coli e Staphylococcus spp. pela técnica de difusdo de discos e microrganismos mesofilos em superficie
com meio Agar Padrio para Contagem e Agar Batata Dextrose, bem como analisou-se o teor de umidade das folhas
do Nim através de estufa de secagem. Foi observado halos de inibi¢ao de até 1,1 cm em Escherichia coli, enquanto no
Staphylococcus spp. a maior inibicdo foi de 8 mm. Na inibi¢cdo de microrganismos mesdfilos houve uma drastica
diminui¢do da contaminagdo das superficies analisadas, onde os 6leos extraidos por ambas as técnicas mostraram
grande eficiéncia e potencial promissor para serem utilizados como método de controle. As folhas de Nim
apresentaram teor de umidade de 62,32%. No que se refere ao rendimento do 6leo a técnica de extragdo por infuséo
foi a mais vantajosa, mas, em termos de tempo de processo, simplicidade e baixa temperatura a técnica de ultrassom
Se mostrou superior.

Palavras-chave: Oleo de Nim; Azadirachta indica; Escherichia coli; Staphylococcus spp; Antimicrobiano.

Abstract

In recent years, there has been an incentive to study essential oils, since these contain insecticidal, antifungal and
antibacterial substances in their compaosition. In this context, Azadirachta indica, popularly known as Neem, due to its
biocompounds, has become of great interest in the scientific development community, given that the active
ingredients of the plant have antimicrobial and antifungal properties. Therefore, the essential oil was extracted from
Neem leaves collected in the Petrolina-PE region, through the technique of ultrasound and extraction by infusion
using ethanol and hexane. The antimicrobial activity of Neem oil against Escherichia coli and Staphylococcus spp. by
the diffusion technique of discs and mesophilic microorganisms on the surface by the Pour Plate with PCA (Plate
Count Agar) and Spread Plate with PDA (Potato Dextrose Agar) techniques, as well as the moisture content of Neem
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leaves through a greenhouse drying. Inhibition halos of up to 1.1 cm were observed in Escherichia coli, while in
Staphylococcus spp. the greatest inhibition was 8 mm. In the inhibition of mesophilic microorganisms there was a
drastic decrease in the contamination of the analyzed surfaces, where the oils extracted by both techniques showed
great efficiency and promising potential to be used as a control method. Neem leaves had a moisture content of
62.32%. With regard to oil yield, the infusion extraction technique was the most advantageous, but in terms of process
time, simplicity and low temperature, the ultrasound technique proved to be superior.

Keywords: Neem oil; Azadirachta indica; Escherichia coli; Staphylococcus spp; Antimicrobial.

Resumen

En los dltimos afios hubo un incentivo para estudiar los aceites esenciales, ya que estos contienen sustancias
insecticidas, antifingicas y antibacterianas en su composicion. En este contexto, Azadirachta indica, conocida como
Neem, por sus biocompuestos, se ha vuelto de gran interés en la comunidad de desarrollo cientifico, dado que los
principios activos de la planta tienen propiedades antimicrobianas y antifingicas. Por lo tanto, el aceite esencial fue
extraido de hojas de Neem cosechadas en la regién Petrolina-PE, mediante la técnica de ultrasonido y extraccion por
infusion utilizando etanol y hexano. Se analiz6 la actividad antimicrobiana del aceite de Neem contra Escherichia coli
y Staphylococcus spp. mediante la técnica de difusién de discos y microorganismos mesofilicos sobre una superficie
con Agar Estandar y Agar Papa Dextrosa, asi como el analisis del contenido de humedad de las hojas de Neem a
través de un invernadero secador. Se observaron halos de inhibicion de hasta 1,1 cm en Escherichia coli, mientras que
en Staphylococcus spp. la mayor inhibicién fue de 8 mm. En la inhibicién de microorganismos mesofilicos hubo una
drastica disminucién en la contaminacion de las superficies analizadas, donde los aceites extraidos por ambas técnicas
mostraron gran eficiencia y potencial prometedor para ser utilizados como método de control. Las hojas de neem
tenian un contenido de humedad del 62,32%. Con respecto al rendimiento de aceite, la técnica de extraccion por
infusién fue la més ventajosa, pero en términos de tiempo de proceso, simplicidad y baja temperatura, la técnica de
ultrasonido demostré ser superior.

Palabras clave: Aceite de Neem; Azadirachta indica; Escherichia coli; Staphylococcus spp; Antimicrobiano.

1. Introducéo

Nos ultimos anos, houve incentivo ao estudo de subprodutos de plantas medicinais, como os dleos essenciais, uma vez
que estes apresentam em sua composi¢do substancias inseticidas, antifungicas e antibacterianas (Hillen et al., 2012). Nesse
ambito, a Azadirachta indica, popularmente conhecida como Nim, é uma planta pertencente a familia Meliaciae, como o
mogno, sendo nativa de regides da Asia e tendo sido introduzida no Brasil menos de 35 anos atras (Carpanezzi; Neves, 2010).

Nesse sentido, o uso medicinal do Nim é conhecido e tem sido usado h& séculos no Oriente como tratamento de
diversas enfermidades, além de sua utilidade como repelente e praguicida na agricultura, uma vez que a procura por compostos
naturais que apresentem potencial curativo e preventivo, sem efeitos téxicos desfavoraveis, tem aumentado nas Ultimas
décadas (Yacila et al., 2015). Além desses usos, Carpanezzi e Neves (2010), destacam o valor social do Nim que também deve
ser reconhecido, dado que a arvore é utilizada por populagdes de baixa renda em climas semidridos como produtor de madeira,
e por vezes, esse valor é subestimado ou esquecido.

Nesse seguimento, o 6leo do Nim é um produto que pode ser obtido a partir das sementes e améndoas da planta e
possui reconhecidos beneficios quanto ao seu uso como antibacteriano e antifingico comprovados por diversos estudos (De et
al., 2014; Susmitha et al., 2013; Kurekci et al., 2013; Serrone; Nicoletti, 2013). Sendo assim, na area da producdo de alimentos
0 Nim se mostra como sendo vantajoso, dado que, como abordado por Serrone e Nicoletti (2013), o uso de antimicrobianos
derivados de plantas na preservagdo de alimentos ndo € uma novidade e estd aumentando gradativamente, justifica-se que por
uma questdo de fato, o uso excessivo descontrolado de antibi6ticos como suplementos alimentares comuns pode levar ao
aumento do nimero de bactérias resistentes a antibioticos. Nesse contexto, a crescente incidéncia de doengas transmitidas por
alimentos, juntamente com as implicacBes sociais e econdmicas resultantes, causa um impulso constante para produzir
alimentos, estes mais seguros e para desenvolver novos agentes antimicrobianos naturais (Palanappin & Holley, 2011), logo, a
exploragdo de antimicrobianos extraidos de plantas, como o Nim, mostra-se como uma maneira inovadora de encontrar

substancias alternativas aos antibidticos atualmente (Serrone & Nicoletti, 2013).
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2. Metodologia

A pesquisa foi realizada no Instituto Federal do Sertdo Pernambucano Campus Petrolina, utilizando os laboratorios de
Quimica Analitica e Microbiologia. A matéria-prima utilizada para as extracbes dos dleos foram as folhas da arvore
Azadirachta indica, conhecida como Nim. Utilizou-se duas técnicas de extracdo: a extracdo por infusdo e a extracdo por
ultrassom. Foram realizadas analises quanto ao poder de inibicdo do 6leo de Nim perante bactérias Gram-positivas, Gram-
negativas e mesdfilas e, analise quanto ao percentual de umidade das folhas.

As folhas de Nim foram colhidas em arvores da regido da cidade de Petrolina-PE; sendo levadas até o laboratorio de
Quimica Analitica onde foram trituradas em um processador de alimentos. Na técnica de extragdo por ultrassom, pesou-se 50g
da amostra triturada, sendo colocadas em Erlenmeyer e adicionado 200mL de solvente (nas extracfes foram usados etanol e
hexano), sendo entdo, colocados em Agitador Magnético ficando sob agitacdo durante 2 horas. Em seguida, o Erlenmeyer foi
transferido para o Banho de Ultrassom, com agua suficiente para cobrir a amostra, em temperatura ambiente e frequéncia
ultrassdnica de 25 kHz e poténcia ultrassénica de 110 W. O processo no ultrassom levou 1 hora. Por fim, a amostra foi filtrada
utilizando bomba de vacuo e papel filtro, levada para a recuperacéo do solvente e obtencdo do éleo que foi acondicionado em
frasco &mbar e refrigerado em geladeira (temperatura maxima de 5°C).

Para a realizacdo da extracdo por infusdo, foram pesados 50g da amostra, em seguida colocados em um baldo de
500mL e adicionados 250mL de solvente (nas extragGes utilizou-se etanol e hexano). Em seguida o baldo foi posto no
evaporador sendo aquecido por Manta Térmica com temperatura controlada variando entre 65-75°C durante 5 horas. Ap6s esse
periodo de tempo, a amostra foi filtrada utilizando uma bomba a vacuo e papel filtro, sendo transferida para um rotaevaporador
para a recuperacdo do solvente e obtencdo do éleo, sendo este guardado em frasco ambar e levado para ser refrigerado na
geladeira em temperatura maxima de até 5°C.

As bactérias usadas foram a Escherichia coli e Staphylococcus spp.; Para a obtencdo das col6nias de Escherichia coli
foi feita a semeadura em agar Mueller Hinton pela técnica de estrias e incubada em estufa a 35+1°C por 24 horas; a mesma
técnica foi aplicada para o Staphylococcus spp. que foi semeado em agar Baird Parker e incubado em estufa a 35+1°C por 24
horas. Para analisar a atividade antibacteriana dos 6leos de Nim, utilizou-se a técnica de difusdo em disco (ANVISA, 2008),
usando discos de papel filtro que foram imersos em 2mL dos 6leos extraidos durante 18 horas.

Tendo as placas de agar Mueller Hinton e &gar Baird Parker com as col6nias de Escherichia coli e Staphylococcus
spp., respectivamente, desenvolvidas, com uma alga bacteriol6gica, coletou-se 2 colénias com mesmo tipo morfoldgico de
cada placa e foram inoculadas em tubos de 10mL de solucéo salina a 0,85%, essa quantidade de colénias mostrou-se suficiente
para obter a turvagdo semelhante ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland (concentracdo aproximada de 108 microrganismos/mL),
em seguida foram imersos swabs estéreis na suspensdo bacteriana de Escherichia coli e Staphylococcus spp., retirado o
excesso de liquido, comprimindo-o contra a parede do tubo, e semeado suavemente, em todos os sentidos, na superficie de
placas com agar Mueller Hinton. As placas foram separadas em 3 quadrantes, onde, em cada um deles foi adicionado 1 disco
de papel filtro que estava imerso no 6leo de Nim. Cada microrganismo recebeu 1 placa contendo discos imersos em 6leo de
Nim extraido por ultrassom com hexano, 1 placa por ultrassom com etanol, 1 placa por extracdo por infusdo com hexano e 1
placa por extracdo por infusdo com etanol. Apds esse processo, as placas foram incubadas em estufa sem inverter por 18h a
35+1°C. Em seguida, os halos de inibicdo foram medidos com auxilio de uma régua.

Para a realizagdo da analise de bactérias mesdfilas (Brasil, 2003), fez-se a coleta da contaminacdo da superficie de um
banheiro de funcionarios de um estabelecimento comercial. Fez a definicdo da regido a ser testada usando um delimitador de
area, utilizando swab estéril fez-se a coleta da contaminacéo da regido, sendo entdo inoculado em tubo contendo 10 mL de
agua peptonada 0,1%. Em seguida, fez-se a delimitacdo de mais uma regidao do mesmo local, onde, aplicou-se 2 mL do 6leo de

Nim, deixando agir durante 5 minutos, sendo apds esse tempo, coletado a amostra da regido com swab e inoculada em tubo de
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10 mL de agua peptonada 0,1%; esse procedimento foi realizado com todos os 6leos de Nim extraidos: 6leo de Nim extraido
com etanol e hexano por Ultrassom e o 6leo extraido com etanol e hexano pela extracdo por infusdo seguida de
rotaevaporacdo. Apds a coleta, as amostras foram levadas ao laboratério de Microbiologia. Retirou-se 1 mL de cada tubo de
agua peptonada 0,1% e inoculou-se em placas de Petri estéreis, tendo-se separado uma placa para cada amostra de 6leo, em
seguida, fazendo uso da técnica de plaqueamento Pour Plate, verteu-se o meio de cultivo PCA (Plate Count Agar), fundido e
homogeneizou 5 vezes para a direita, 5 vezes para a esquerda e 5 vezes em formato de oito. Apds a solidificacdo do meio, as
placas foram invertidas e incubadas em estufa a 35+1°C por até 48 horas. Também retirou-se 0,1 mL da amostra cada tubo e
fez-se o plaqueamento pela técnica Spread Plate em placas contendo PDA (Potato Dextrose Agar) solidificado acidificado com
acido tartarico 10%, que sem seguida foram espalhadas com auxilio de uma alga de Drigalski. Em seguida, as placas foram
incubadas em estufa sem inverter a 25°C por até 5 dias. Os resultados foram expressos em UFC (Unidade Formadora de
Coldnia)/cm? conforme os padrdes internacionais da Organizagdo Panamericana de Salide (OPAS) e Organizagdo Mundial da
Salde (OMS).

O perfil cromatografico foi feito através de cromatografia gasosa. As analises foram realizadas utilizando um
Cromatografo de gas, Agilent Technologies modelo 7820A GC system acoplado a um detector seletivo de massas, Agilent
Technologies modelo 5977E MSD). A aquisicdo e processamento dos dados foi por meio do Software MassHunter Agilent
Technologies TM (Santa Clara, CA, USA). Foi usado o modo Split com relagdo de 30:1 e diviséo de fluxo de 15 mL/min a 200
oC no injetor. A coluna empregada foi a Capillary Column CP-WAX 52 CB (30 m x 0.25 mm x 0.25pm) (Varian, Lake Forest,
CA, USA), com fluxo de 0,5 mL/min. A temperatura do forno foi de 60°C (1 min), aquecimento de 10°C/min. Ate 200°C (5
min.) e temperatura maxima do forno em 220°C, com tempo total da corrida de 20 min. A temperatura do detector foi
controlada em 200°C e a fase mével utilizada foi o gas Hélio com grau de pureza 6.0. As corridas foram realizadas no modo
SCAN, verificando os tempos de retengdo e ions especificos para os padrfes utilizados. A identificacdo das moléculas foi
complementada através da comparagdo dos resultados com a biblioteca de espectro Instituto Nacional de Padrfes e
Tecnologias (NIST). Foram realizadas injecfes com a técnica de injecéo liquida para avaliagdo das amostras.

Na anélise do teor de umidade das folhas do Nim, foram utilizados 3 cadinhos de porcelana que foram enumerados a
lapis e postos em estufa de secagem a 105°C por 30 minutos, sendo em seguida levados a dessecador para esfriar, pesados e
tarados em balanga analitica, para entdo, pesar 5g das folhas de Nim in natura maceradas e anotados 0s pesos de cadinho +
amostra. Seguidamente, os cadinhos com as amostras foram lavados para a estufa a 105°C por 3 horas. Posteriormente, 0s
cadinhos foram retirados e colocados no dessecador para esfriar por 30 minutos, pesados e tendo os pesos anotados e levados a
estufa por mais 1 hora, onde, logo ap6s, foram retirados e levados ao dessecador por 15 minutos, pesados e retornados a estufa

por mais 1 hora. As pesagens e incubacéo na estufa de secagem se seguiram até que os cadinhos atingissem peso constante.

3. Resultados e Discussdo
3.1 Andlise da atividade antimicrobiana do 6leo de folhas de Nim
Os resultados da analise de difusdo de discos para se saber o poder de inibicdo do 6leo de folhas Nim extraido com

etanol e hexano pela técnica de ultrassom, podem ser visualizados na Tabela 1.
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Tabela 1 — medicdo dos halos de inibicdo de discos contendo 6leo de Nim extraidos através da técnica de ultrassom e

utilizando etanol e hexano como solventes em Escherichia coli e Staphylococcus spp.

Escherichia coli — dleo de Nim (solvente etanol) Escherichia coli — dleo de Nim (solvente hexano)
a—x* a—Xx
b-1cm b—x
c—-11cm c—X
Staphylococcus spp. — 6leo de Nim (solvente etanol) Staphylococcus spp.- 6leo de Nim (solvente hexano)

a—7mm a—7mm
b-x b-x
c-5mm C-X

x*= sem halo de inibi¢do. Fonte: Autores.

Como é possivel observar, a Escherichia coli foi a bactéria com a maior sensibilidade ao éleo de Nim extraido com
etanol no ultrassom (Figura 1), sendo seguida do Staphylococcus spp. (Figura 2), dados semelhantes foram encontrados por
Haider et al. (2018), que perceberam inibicdo do desenvolvimento de ambas as bactérias ao serem tratadas com o 6éleo de Nim,
0s autores sugerem que a hidrofobicidade parcial dos compostos fenélicos, permite com que eles se conectem a membrana
externa das bactérias e alterem a fluidez da parede da membrana plasmatica. A parede da membrana é entdo penetrada com
compostos fendlicos menores que entram na membrana celular e interrompem o metabolismo. Além da possibilidade do dleo
reduzir a respiragdo microbiana e aumentar a permeabilidade da membrana plasmatica, o que resulta na perda de células

bacteriana ap6s vazamento massivo de ions.

Figura 1 - halos de inibi¢do em E. coli sob discos de éleo de Nim extraidos com etanol por ultrassom.

\

V.

Fonte: Autores (2021).
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Figura 2 - halos de inibigdo em Staphylococcus spp. sob discos de 6leo de Nim extraidos com etanol por ultrassom (autores,
2021).

Fonte: Autores (2021).

Conforme apontado por Gosh et al. (2016), os compostos hidrofoébicos do 6leo de Nim se fundem com os
componentes lipidicos das paredes celulares das bactérias, assim, danificando estas e causando vazamento de componentes
intracelulares. Uma vez que a camada de lipopolissacarideos de bactérias Gram-negativas pode vir a ser uma barreira contra
qualquer entrada de biomolécula, a auséncia dela em bactérias Gram-positivas, como o Staphylococcus spp., faz com que a
atividade antimicrobiana do 6leo seja facilitada (Haider et al., 2018). Segundo Koona e Budida (2011), a atividade
antibacteriana do dleo de folhas de Nim pode ser devido a presenca de diferentes constituintes bioativos, como carotendides,
compostos fenolicos, flavondides, triterpendides, cetonas, glicosideos, esterdides e tetra-triterpenoides azadiractina nas folhas
de Azadirachta indica. Ao passo que esses sd0 0s principais compostos antibiéticos da planta do Nim, usados como
mecanismo de defesa contra diferentes patogenos (Kumar et al., 2020).

Asif (2012), igualmente avaliou e comprovou graus de capacidade antimicrobiana do 6leo de Nim em bactérias
patogénicas, entre elas a Escherichia coli e Staphylococcus spp., 0 autor afirma que o nivel de atividade antimicrobiana do 6leo
de A. indica pode depender dos teores de proteina e carboidrato. Geralmente, 0s altos teores desses compostos no extrato
apresentam melhores atividades antimicrobianas. Outros autores também comprovaram a eficiéncia da atividade antibacteriana
do 6leo de Nim extraido com etanol por ultrassom perante Staphylococcus spp. e E. coli (Fuentes & Silva, 2013; Thiyagu E
Rajeswari, 2019; Akhter & Sarker, 2019; Hari, 2019; Kumar et al., 2020; Oyekanmi et al., 2021; SA et al., 2021). N&o
obstante, o uso do ultrassom na extracdo pode produzir um 6leo essencial de boa qualidade sem gerar efeitos adversos na
composicdo quimica e atividade antibacteriana (Hashemi et al., 2018).

Nesse ambito, a placa contendo E. coli com éleo de Nim extraido com hexano pelo ultrassom ndo apresentou inibi¢éo,
é possivel que o hexano por si s6 ndo tenha sido eficiente na extracdo de quantidades relevantes dos compostos inibitérios do
Nim, bem como, existe a possibilidade da potencial formagdo de radicais livres durante a sondlise do solvente que podem
degradar alguns compostos por oxidagdo, uma vez que essa € a principal desvantagem da técnica de ultrassom (Mejri et al.,
2018). Ja na placa de Staphylococcus spp. (Figura 3), houve uma inibi¢do de 7 mm no quadrante “a”, que pode ter ocorrido em
decorréncia das bactérias Gram-positivas poderem ser mais sensiveis a quantidades menores dos compostos contidos no dleo,

assim como, existe a possibilidade da agitagdo da amostra néo ter sido eficiente, uma vez que essa € importante para melhorar
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a transferéncia entre as fases imisciveis (Haider et al., 2018) e quebrar a estrutura das folhas facilitando a extracdo dos
compostos.

Figura 3 - placa de Staphylococcus spp. com discos de 6leo de Nim extraidos com hexano por ultrassom.

Fonte: Autores (2021).

Os resultados da analise de difusédo de discos para conhecer o poder de inibi¢do do 6leo de Nim extraido com etanol e

hexano pela técnica de extracdo por infusdo seguida de rotaevaporacédo, podem ser visualizados na Tabela 2.

Tabela 2 — medi¢do dos halos de inibi¢do de discos contendo 6leo de Nim extraidos através da técnica de extragao por infusdo

e utilizando etanol e hexano como solventes em Escherichia coli e Staphylococcus spp.

Escherichia coli — 6leo de Nim (solvente etanol) Escherichia coli — 6leo de Nim (solvente hexano)

a—x* a—x

b—-6mm b—x
c—X c—X

Staphylococcus spp. — 6leo de Nim (solvente etanol) Staphylococcus spp.- 6leo de Nim (solvente hexano)

a—x a—8mm
b-—x b-5mm
c—X c—7,5mm

x*=sem halo de inibicao. Fonte: Autores (2021).

Como pode-se observar, em Escherichia coli com 6leo de Nim extraido com etanol (Figura 4) houve um pequeno halo
de inibicdo de 6 mm, j& na placa de Staphylococcus spp. também com o 6leo extraido com etanol ndo houve inibigdo. Dentre as
possiveis causas, esta a temperatura mais elevada do processo de extragcdo, uma vez que altas temperaturas podem causar
alteragBes quimicas nos compostos dos dleos essenciais e perdas dos compostos volateis (Mejri et al., 2018).

Estudos sugerem que com o aumento da temperatura, ha o favorecimento do aumento do rendimento do 6leo, este
fendmeno € devido ao fato de que os éleos sdo geralmente mais solveis em temperaturas elevadas, porém, a qualidade do 6leo

diminui conforme o calor aumenta (Tesfaye et al, 2018; Bhuyan, Sen, Bihari, 2019).
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Figura 4 - placa de E. coli com discos de 6leo de Nim extraidos com etanol por extragao por infuséo.

Fonte: Autores (2021).

Na difusdo de discos com 6leo de Nim extraido com hexano, em Escherichia coli ndo houve inibicdo, novamente, a
temperatura de processo pode ter sido responsavel pela degradacdo de quantidades consideraveis de compostos necessarios
para a atividade antimicrobiana do éleo. N&o obstante, no que se refere a Staphylococcus spp. (Figura 5), houveram halos de
inibicdo de 8§ mm, 5 mm e 7,5 mm nos quadrantes “a”, “b” e “c” respectivamente, possivelmente as quantidades de compostos
inibitdrios restantes no 6leo ap6s sua extragdo foram suficientes para causar efeito bactericida no microrganismo (HAIDER et
al., 2018).

Figura 5 - placa de Staphylococcus spp. com discos de éleo de Nim extraidos com hexano por extragdo por infusdo (autores,
2021).

Fonte: Autores (2021).

3.2 Rendimento dos dleos de Nim extraidos pelas técnicas de ultrassom e extracdo por infusdo
No que se refere ao rendimento dos dleos de Nim, extraidos com etanol e hexano pelo ultrassom, os valores podem

ser vistos na Tabela 3.
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Tabela 3 — Rendimento do 6leo de folhas de Nim extraido com etanol e hexano pela técnica de ultrassom.

Rendimento do 6leo de Nim — extragdo por ultrassom

Solvente etanol Solvente hexano

509 = 25 mL 509 =15 mL

Fonte: Autores (2021).

Nesse sentido, o rendimento dos 6leos de Nim extraidos com etanol e hexano através da extragao por infusdo pode ser
visto na Tabela 4.

Tabela 4 — Rendimento do 6leo de folhas de Nim extraido com etanol e hexano pela técnica de extragdo por infusao.

Rendimento do 6leo de Nim — extracéo por infuséo

Solvente etanol Solvente hexano

50 = 40 mL 50g =20 mL

Fonte: Autores (2021).

Sendo assim, a técnica de extracdo por infusdo foi a que apresentou 0 maior rendimento de 6leo em comparagdo ao
ultrassom. Dentre os fatores, estdo o solvente, onde o rendimento depende de qual for utilizado e aumenta com a polaridade
deste (Mejri et al., 2018), bem como a temperatura de processo, quanto mais alta, mais dleo pode ser obtido (Bhuyan, Sen,
Bihari, 2019).

3.3 Andlise do poder de inibicdo do dleo de folhas de Nim em contaminacdo de superficies por microrganismos
mesofilos

Os resultados da andlise da atividade de inibi¢do de contaminac&o ambiente de superficie dos dleos de folhas de Nim,
pela contagem de bactérias em PCA podem ser vistos na Tabela 5.

Tabela 5 — avaliagdo do poder inibitorio do éleo de folhas de Nim extraidos com etanol e hexano pelas técnicas de ultrassom e

extragdo por infusdo em contaminagdo ambiente de superficie.

Contaminacéo de superficie — contagem em PCA (Contaminagéo: 90 UFC/cm?)

Etanol ultrassom: 0* Hexano ultrassom: 3 UFC

Etanol extragdo por infusdo: 0 Hexano extragdo por infusdo: 1 UFC

0* = nédo houve crescimento de coldnia. Fonte: Autores (2021).

Apos a conclusdo das andlises e tendo em vista a auséncia de padrdes nacionais para 0s parametros de contaminagao
de microrganismos meso6filos em superficies (Espich, 2014), foram considerados os padrdes internacionais da Organizagao
Panamericana de Satide (OPAS) e Organizagdo Mundial da Satde (OMS) sendo 50 UFC/cm? para ambos. Atentando para esse
valor, percebe-se que a contagem de 90 UFC/cm? do ambiente avaliado estava acima do parametro maximo estabelecido,

indicando uma alta carga microbiol6gica. No entanto, ap6s as superficies serem tratadas com os extratos do éleo de Nim,
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houve uma drastica diminuicdo da contagem, onde os locais em contato com os 6leos extraidos com etanol tanto pelo
ultrassom quanto pela extragdo por infusdo ndo apresentaram desenvolvimento microbioldgico. As superficies tratadas com os
extratos do Nim extraidos com hexano por ambas as técnicas exibiram crescimento de 3 UFC (Unidade Formadora de Col6nia)
do ultrassom e 1 UFC da extracao por infusdo. Porém, levando em consideragdo a alta contagem inicial, ainda houve uma
inibicdo consideravelmente eficiente.

No que se refere a avaliagdo dos microrganismos meséfilos analisados através da técnica de plagueamento por
superficie com PDA, este acidificado, se tornando seletivo para o desenvolvimento de bolores e leveduras, os resultados

podem ser vistos na Tabela 6.

Tabela 6 — avaliagdo do poder inibitorio do éleo de folhas de Nim extraidos com etanol e hexano pelas técnicas de ultrassom e

extragdo por infusdo em contaminagdo ambiente de superficie.

Contaminacéo de superficie — contagem em PDA (Contaminagdo: 35 UFC/cm?)

Etanol ultrassom: 3 UFC Hexano ultrassom: 0*

Etanol extragdo por infuséo: 0 Hexano extragdo por infusdo: 3 UFC

0* = nédo houve crescimento de colonia. Fonte: Autores (2021).

Levando em consideragdo o valor de 50 UFC/cm? padronizado pela OMS e OPAS, pode-se dizer que a contaminagéo
encontrada no ambiente de 35 UFC/cm? estd dentro dos parametros estabelecidos. N&o obstante, foi possivel observar que a
regido tratada com o éleo extraido com etanol pelo ultrassom apresentou uma atividade inibitoria significativa uma vez que
foram contadas apenas 3 UFC, porém, o local tratado com o dleo extraido com etanol pela extracdo por infusdo apresentou
resultado ainda mais relevante, ao passo que ndo houve crescimento de coldnias. Em relacdo ao local tratado com 6leo de Nim
extraido com hexano por ultrassom, ndo houve desenvolvimento microbiano enquanto que no local em contato com o 6leo de
Nim com hexano extraido pela técnica de infusdo, apresentou a contagem de 3 UFC.

Nesse ambito, as regides tratadas com o0s Oleos extraidos pelo ultrassom que ainda apresentaram crescimento
microbiolégico, mesmo que minimo, podem ser em decorréncia tanto da carga destes, onde, nesta, poderiam haver
microrganismos menos sensiveis aos compostos presentes nos 6leos, quanto da eficiéncia da agitacdo prévia das amostras antes
da extragdo (Haider et al., 2018). Nao obstante, os locais que entraram em contato com os 6leos extraidos pela extracdo por
infusdo que apresentaram desenvolvimento microbiano, podem, além da possivel presenca de microrganismos com menos
sensibilidade aos compostos, existir a possibilidade que devido a temperatura do processo de obtencdo dos dleos, estes terem
alguns de seus compostos inibitérios degradados (Tesfaye et al, 2018). No entanto, com base nos dados obtidos, os dleos de
folhas de Nim extraidos com etanol e hexano pelas técnicas de ultrassom e infusdo, tem grande potencial para serem utilizados

como método de controle de contaminag¢do ambiental em superficies por microrganismos mesofilos.

3.4 Perfil cromatogréafico do 6leo de Nim

Na Tabela 7, é possivel observar as substancias encontradas no 6leo de Nim através de cromatografia gasosa.
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Tabela 7 — substancias do 6leo de Nim através de perfil cromatogréfico.

Substéncia Tr (min) Probabilidade (%)
Etilbenzeno 3,51 61,6
Benzeno, 1,3-dimetil 3,57 40,1
Benzeno, 1,3-dimetil 4,02 311
Eter, 3-butenil propil 4,68 24,9
Hidroperoéxido, 1-etilbutila 5,2 75
Hidroperoéxido, 1-metilpentil 5,5 44,2
3-metilpenta-1,4-dieno-3-ol 5,83 37,4
3-metilpenta-1,4-dieno-3-ol 5,9 37,4

Fonte: Autores (2021).

Dentre as substancias encontradas no 6leo de Nim, pode-se observar entre elas algumas com potencial antimicrobiano,
como os hidrocarbonetos aromaticos etilbenzeno e benzeno, 1,3-dimetil, que em decorréncia da comprovada toxicidade de
ambos (Oliveira, 2013; Costa, 2011; Aradjo, 2010), podem ter a¢do inibitéria nos microrganismos alvo. No que se refere aos
derivados dos hidroperoxidos encontrados, estes sdo componentes formados na fase inicial da autoxidagdo, e uma vez que eles
sdo absorvidos, passam a ser uma potencial fonte de radicais livres o que pode causar efeitos danosos em organismos vivos
(Angeli, 2011; Aditivos & Ingredientes, 2010).

Nesse ambito, em alguns casos, a atividade antimicrobiana do 6leo essencial é em decorréncia do sinergismo de
diferentes classes de compostos encontrados em sua composicdo, como alcoois, ésteres e hidrocarbonetos (Bassolé; Juliani,
2012; Rault; Karuppayil, 2014).

3.5 Anélise do teor de umidade das folhas de Nim

A andlise do teor de umidade, como descreve Siqueira (2021), é utilizada para quantificar a 4gua presente em uma
determinada amostra. Tendo isso em vista, o teor de umidade obtido apds a anélise das folhas de Nim foi de 62,32%, resultado
que corrobora com o encontrado por Parckert et al. (2017) ao analisarem folhas de Nim in natura, bem como com
Evbuomwan, Felix, Opute (2015). Conforme explicam Argyropoulos e Miiller (2014), o teor de umidade de uma amostra pode
ter influéncia no rendimento e extracéo de 6leo essencial, 0s autores destacam que como o componente mais abundante no teor
de umidade € a &gua, essas moléculas de gua nos substratos afetardo o desempenho de extragdo e o rendimento. Se o valor do
teor de umidade for muito alto, as moléculas de agua bloqueardo os poros dos substratos e interferirdo no vapor para elevar o
componente de 6leo. Caso contrario, se o valor do teor de umidade for muito baixo, os substratos ficardo muito secos e havera

uma grande perda no nimero de éleo essencial dentro dos substratos.

4. Concluséo

Com base em todos os resultados obtidos na pesquisa, pode-se afirmar que o 6leo de folhas de Nim extraido através
de etanol e hexano e pelas técnicas de ultrassom e extracdo por infusdo apresentou um potencial inibitério eficiente perante
bactérias patogénicas. Em relagdo a técnica, o ultrassom se mostrou superior como método de extragdo, uma vez que reduz o
tempo para realiza-la, € um equipamento simples, além de usar temperaturas amenas. Nao obstante, como um método de
controle de contaminacgdo de ambiente por microrganismos mesdfilos, o 6leo de Nim apresenta um potencial promissor e mais

estudos com foco nessa area devem ser feitos.
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Diante dos resultados obtidos, futuros trabalhos que visem a aplicacdo das substancias obtidas para realizacdo de
processos de higienizacdo na industria de alimentos sdo sugeridos, buscando criar mais uma alternativa sustentavel para os

processos de sanitizacao.
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