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Resumo 

Nos últimos anos, houve incentivo ao estudo de óleos essenciais, uma vez que estes apresentam em sua composição 

substâncias inseticidas, antifúngicas e antibacterianas. Nesse âmbito, a Azadirachta indica, popularmente conhecida 

como Nim, em decorrência de seus biocompostos, tornou-se de grande interesse na comunidade de desenvolvimento 

científico, dado que, os ingredientes ativos da planta possuem propriedades antimicrobianas e antifúngicas. Portanto, 

o óleo essencial foi extraído de folhas de Nim colhidas na região de Petrolina-PE, através da técnica de ultrassom e 

extração por infusão usando etanol e hexano. Foi analisada a atividade antimicrobiana do óleo de Nim perante 

Escherichia coli e Staphylococcus spp. pela técnica de difusão de discos e microrganismos mesófilos em superfície 

com meio Ágar Padrão para Contagem e Ágar Batata Dextrose, bem como analisou-se o teor de umidade das folhas 

do Nim através de estufa de secagem. Foi observado halos de inibição de até 1,1 cm em Escherichia coli, enquanto no 

Staphylococcus spp. a maior inibição foi de 8 mm. Na inibição de microrganismos mesófilos houve uma drástica 

diminuição da contaminação das superfícies analisadas, onde os óleos extraídos por ambas as técnicas mostraram 

grande eficiência 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 óleo a técnica de extração por infusão 

foi a mais vantajosa, mas, em termos de tempo de processo, simplicidade e baixa temperatura a técnica de ultrassom 

se mostrou superior. 

Palavras-chave: Óleo 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 composition. 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 últimos años hubo un incentivo para estudiar los aceites esenciales, ya que estos contienen sustancias 

insecticidas, antifúngicas y antibacterianas en su composición. En este contexto, Azadirachta indica, conocida como 

Neem, por sus biocompuestos, se ha vuelto de gran interés en la comunidad de desarrollo científico, dado que los 

principios activos de la planta tienen propiedades antimicrobianas y antifúngicas. Por lo tanto, el aceite esencial fue 

extraído de hojas de Neem cosechadas en la región Petrolina-PE, mediante la técnica de ultrasonido y extracción por 

infusión utilizando etanol y hexano. Se analizó la actividad antimicrobiana del aceite de Neem contra Escherichia coli 

y Staphylococcus spp. mediante la técnica de difusión de discos y microorganismos mesofílicos sobre una superficie 

con Agar Estándar y Agar Papa Dextrosa, así como el análisis del contenido de humedad de las hojas de Neem a 

través de un invernadero secador. Se observaron halos de inhibición de hasta 1,1 cm en Escherichia coli, mientras que 

en Staphylococcus spp. la mayor inhibición fue de 8 mm. En la inhibición de microorganismos mesofílicos hubo una 

drástica disminución en la contaminación de las superficies analizadas, donde los aceites extraídos por ambas técnicas 

mostraron gran eficiencia y potencial prometedor para ser utilizados como método de control. Las hojas de neem 

tenían un contenido de humedad del 62,32%. Con respecto al rendimiento de aceite, la técnica de extracción por 

infusión fue la más ventajosa, pero en términos de tiempo de proceso, simplicidad y baja temperatura, la técnica de 

ultrasonido demostró ser superior. 

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

 

1. Introdução  

Nos últimos anos, houve incentivo ao estudo de subprodutos de plantas medicinais, como os óleos essenciais, uma vez 

que estes apresentam em sua composição substâncias inseticidas, antifúngicas e antibacterianas (Hillen et al., 2012). Nesse 

âmbito, a Azadirachta indica, popularmente conhecida como Nim, é uma planta pertencente a família Meliaciae, como o 

mogno, sendo nativa de regiões da Ásia e tendo sido introduzida no Brasil menos de 35 anos atrás (Carpanezzi; Neves, 2010). 

Nesse sentido, o uso medicinal do Nim é conhecido e tem sido usado há 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 tóxicos desfavoráveis, tem aumentado nas últimas 

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 árvore é utilizada por populações de baixa renda em climas semiáridos como produtor de madeira, 

e por vezes, esse valor é subestimado ou esquecido.  

Nesse seguimento, o óleo do Nim é um produto que pode ser obtido a partir das sementes e amêndoas da planta e 

possui reconhecidos benefícios quanto ao seu uso como antibacteriano e antifúngico comprovados por diversos estudos (De et 

al., 2014; Susmitha et al., 2013; Kurekci et al., 2013; Serrone; Nicoletti, 2013). Sendo assim, na área da produção de alimentos 

o Nim se mostra como sendo vantajoso, dado que, como abordado por Serrone e Nicoletti (2013), o uso de antimicrobianos 

derivados de plantas na preservação de alimentos não é uma novidade e está aumentando gradativamente, justifica-se que por 

uma questão de fato, o uso excessivo descontrolado de antibióticos como suplementos alimentares comuns pode levar ao 

aumento do número de bactérias resistentes a antibióticos. Nesse contexto, a crescente incidência de doenças transmitidas por 

alimentos, juntamente com as implicações sociais e econômicas resultantes, causa um impulso constante para produzir 

alimentos, estes mais seguros e para desenvolver novos agentes antimicrobianos naturais (Palanappin &  Holley, 2011), logo, a 

exploração de antimicrobianos extraídos de plantas, como o Nim, mostra-se como uma maneira inovadora de encontrar 

substâncias alternativas aos antibióticos atualmente (Serrone &  Nicoletti, 2013). 
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2. Metodologia  

A pesquisa foi realizada no Instituto Federal do Sertão Pernambucano Campus Petrolina, utilizando os laboratórios de 

Química Analítica e Microbiologia. A matéria-prima utilizada para as extrações dos óleos foram as folhas da árvore 

Azadirachta indica, conhecida como Nim. Utilizou-se duas técnicas de extração: a extração por infusão e a extração por 

ultrassom. Foram realizadas análises quanto ao poder de inibição do óleo de Nim perante bactérias Gram-positivas, Gram-

negativas e mesófilas e, análise quanto ao percentual de umidade das folhas.  

As folhas de Nim foram colhidas em árvores da região da cidade de Petrolina-PE; sendo levadas até o laboratório de 

Química Analítica onde foram trituradas em um processador de alimentos. Na técnica de extração por ultrassom, pesou-se 50g 

da amostra triturada, sendo colocadas em Erlenmeyer e adicionado 200mL de solvente (nas extrações foram usados etanol e 

hexano), sendo então, colocados em Agitador Magnético ficando sob agitação durante 2 horas. Em seguida, o Erlenmeyer foi 

transferido para o Banho de Ultrassom, com água suficiente para cobrir a amostra, em temperatura ambiente e frequência 

ultrassônica de 25 kHz e potência ultrassônica de 110 W. O processo no ultrassom levou 1 hora. Por fim, a amostra foi filtrada 

utilizando bomba de vácuo e papel filtro, levada para a recuperação do solvente e obtenção do óleo que foi acondicionado em 

frasco âmbar e refrigerado em geladeira (temperatura máxima de 5°C). 

Para a realização da extração por infusão, foram pesados 50g da amostra, em seguida colocados em um balão de 

500mL e adicionados 250mL de solvente (nas extrações utilizou-se etanol e hexano). Em seguida o balão foi posto no 

evaporador sendo aquecido por Manta Térmica com temperatura controlada variando entre 65-75°C durante 5 horas. Após esse 

período de tempo, a amostra foi filtrada utilizando uma bomba a vácuo e papel filtro, sendo transferida para um rotaevaporador 

para a recuperação do solvente e obtenção do óleo, sendo este guardado em frasco âmbar e levado para ser refrigerado na 

geladeira em temperatura máxima de até 5°C. 

As bactérias usadas foram a Escherichia coli e Staphylococcus spp.; Para a obtenção das colônias de Escherichia coli 

foi feita a semeadura em ágar 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 ágar Baird Parker e incubado em estufa a 35±1°C por 24 

horas. Para analisar a atividade antibacteriana dos óleos de Nim, utilizou-se a técnica de difusão em disco (ANVISA, 2008), 

usando discos de papel filtro que foram imersos em 2mL dos óleos extraídos durante 18 horas.  

Tendo as placas de ágar Mueller Hinton e ágar Baird Parker com as colônias de Escherichia coli e Staphylococcus 

spp., respectivamente, desenvolvidas, com uma alça bacteriológica, coletou-se 2 colônias com mesmo tipo morfológico de 

cada placa e foram inoculadas em tubos de 10mL de solução salina a 0,85%, essa quantidade de colônias mostrou-se suficiente 

para obter a turvação semelhante ao tubo 0,5 da escala de Mac Farland (concentração aproximada de 108 microrganismos/mL), 

em seguida foram imersos swabs estéreis na suspensão bacteriana de Escherichia coli e Staphylococcus spp., retirado o 

excesso de líquido, comprimindo-o contra a parede do tubo, e semeado suavemente, em todos os sentidos, na superfície de 

placas com ágar 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 óleo de Nim. Cada microrganismo recebeu 1 placa contendo discos imersos em óleo de 

Nim extraído por ultrassom com hexano, 1 placa por ultrassom com etanol, 1 placa por extração por infusão com hexano e 1 

placa por extração por infusão com etanol. Após esse processo, as placas foram incubadas em estufa sem inverter por 18h à 

35±1°C. Em seguida, os halos de inibição foram medidos com auxílio de uma régua. 

Para a realização da análise de bactérias mesófilas (Brasil, 2003), fez-se a coleta da contaminação da superfície de um 

banheiro de funcionários de um estabelecimento comercial. Fez a definição da região a ser testada usando um delimitador de 

área, utilizando swab estéril fez-se a coleta da contaminação da região, sendo então inoculado em tubo contendo 10 mL de 

água peptonada 0,1%. Em seguida, fez-se a delimitação de mais uma região do mesmo local, onde, aplicou-se 2 mL do óleo de 

Nim, deixando agir durante 5 minutos, sendo após esse tempo, coletado a amostra da região com swab e inoculada em tubo de 
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10 mL de água peptonada 0,1%; esse procedimento foi realizado com todos os óleos de Nim extraídos: óleo de Nim extraído 

com etanol e hexano por Ultrassom e o óleo extraído com etanol e hexano pela extração por infusão seguida de 

rotaevaporação. Após a coleta, as amostras foram levadas ao laboratório de Microbiologia. Retirou-se 1 mL de cada tubo de 

água peptonada 0,1% e inoculou-se em placas de Petri estéreis, tendo-se separado uma placa para cada amostra de óleo, 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. Após a solidificação 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 

ácido tartárico 10%, que sem seguida foram espalhadas com auxílio de uma alça 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 

Colônia)/cm2 conforme os padrões internacionais da Organização Panamericana de Saúde (OPAS) e Organização Mundial da 

Saúde (OMS). 

O perfil cromatográfico foi feito através de cromatografia gasosa. As análises foram realizadas utilizando um 

Cromatógrafo de gás, Agilent Technologies modelo 7820A GC system acoplado a um detector seletivo de massas, Agilent 

Technologies modelo 5977E MSD). A aquisição e processamento dos dados foi por meio do Software MassHunter Agilent 

Technologies TM (Santa Clara, CA, USA). Foi usado o modo Split com relação de 30:1 e divisão 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 0.25μm) (Varian, Lake Forest, 

CA, USA), com fluxo de 0,5 mL/min. A temperatura do forno foi de 60°C (1 min), aquecimento de 10oC/min. Até 200°C (5 

min.) e temperatura máxima 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 móvel utilizada foi o gás Hélio com grau de pureza 6.0. As corridas foram realizadas no modo 

SCAN, verificando os tempos de retenção e íons específicos para os padrões utilizados. A identificação das moléculas foi 

complementada através da comparação dos resultados com a biblioteca de espectro Instituto Nacional de Padrões e 

Tecnologias (NIST). Foram realizadas injeções com a técnica de injeção líquida para avaliação das amostras. 

Na análise do teor de umidade das folhas do Nim, foram utilizados 3 cadinhos de porcelana que foram enumerados a 

lápis e postos em estufa de secagem a 105°C por 30 minutos, sendo em seguida levados a dessecador para esfriar, pesados e 

tarados em balança analítica, para então, pesar 5g das folhas de Nim in natura maceradas e anotados os pesos de cadinho + 

amostra. Seguidamente, os cadinhos com as amostras foram lavados para a estufa a 105°C por 3 horas. Posteriormente, os 

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 após, foram retirados e levados ao dessecador por 15 minutos, pesados e retornados a estufa 

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

 

3. Resultados e Discussão  

3.1 Análise da atividade antimicrobiana do óleo de folhas de Nim 

Os resultados da análise de difusão de discos para se saber o poder de inibição do óleo de folhas Nim extraído com 

etanol e hexano pela técnica de ultrassom, podem ser visualizados na Tabela 1.  

 

http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i15.23154


Research, Society and Development, v. 10, n. 15, e507101523154, 2021 

(CC BY 4.0) | ISSN 2525-3409 | DOI: http://dx.doi.org/10.33448/rsd-v10i15.23154 
 

 

5 

Tabela 1 – medição dos halos de inibição de discos contendo óleo de Nim extraídos através da técnica de ultrassom e 

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

Escherichia coli – óleo de Nim (solvente etanol) Escherichia coli – óleo de Nim (solvente hexano) 

a – x* a – x 

b – 1 cm b – x 

c – 1,1 cm c – x 

Staphylococcus spp. – óleo de Nim (solvente etanol) Staphylococcus spp.- óleo de Nim (solvente hexano) 

a – 7 mm a – 7 mm 

b – x b - x 

c – 5 mm c - x 

x*= sem halo de inibição. Fonte: Autores. 

 

Como é possível observar, a Escherichia coli foi a bactéria com a maior sensibilidade ao óleo de Nim extraído com 

etanol no ultrassom (Figura 1), sendo seguida do Staphylococcus spp. (Figura 2), dados semelhantes foram encontrados por 

Haider et al. (2018), que perceberam inibição do desenvolvimento de ambas as bactérias ao serem tratadas com o óleo de Nim, 

os autores sugerem que a hidrofobicidade parcial dos compostos fenólicos, permite com que eles se conectem à membrana 

externa das bactérias e alterem a fluidez da parede da membrana plasmática. A parede da membrana é então penetrada com 

compostos fenólicos menores que entram na membrana celular e interrompem o metabolismo. Além da possibilidade do óleo 

reduzir a respiração microbiana e aumentar a permeabilidade da membrana plasmática, o que resulta na perda de células 

bacteriana após vazamento massivo de íons. 

 

Figura 1 - halos de inibição em E. coli sob discos de óleo de Nim extraídos com etanol por ultrassom. 

 
Fonte: Autores (2021). 
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Figura 2 - halos de inibição em Staphylococcus spp. sob discos de óleo de Nim extraídos com etanol por ultrassom (autores, 

2021). 

 

Fonte: Autores (2021). 

 

Conforme apontado por Gosh et al. (2016), os compostos hidrofóbicos do óleo de Nim se fundem com os 

componentes lipídicos das paredes celulares das bactérias, assim, danificando estas e causando vazamento de componentes 

intracelulares. Uma vez que a camada de lipopolissacarídeos de bactérias Gram-negativas pode vir a ser uma barreira contra 

qualquer entrada de biomolécula, a ausência dela em bactérias Gram-positivas, como o Staphylococcus spp., faz com que a 

atividade antimicrobiana do óleo seja facilitada (Haider et al., 2018). Segundo Koona e Budida (2011), a atividade 

antibacteriana do óleo de folhas de Nim pode ser devido à presença de diferentes constituintes bioativos, como carotenóides, 

compostos fenólicos, flavonóides, triterpenóides, cetonas, glicosídeos, esteróides e tetra-triterpenóides azadiractina nas folhas 

de Azadirachta indica. Ao passo que esses são os principais compostos antibióticos da planta do Nim, usados como 

mecanismo de defesa contra diferentes patógenos (Kumar et al., 2020).  

Asif (2012), igualmente avaliou e comprovou graus de capacidade antimicrobiana do óleo de Nim em bactérias 

patogênicas, entre elas a Escherichia coli e Staphylococcus spp., o autor afirma que o nível de atividade antimicrobiana do óleo 

de A. indica pode depender dos teores de proteína e carboidrato. Geralmente, os altos teores desses compostos no extrato 

apresentam melhores atividades antimicrobianas. Outros autores também comprovaram a eficiência da atividade antibacteriana 

do óleo de Nim extraído 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; SÁ et al., 2021). Não 

obstante, o uso do ultrassom na extração pode produzir um óleo essencial de boa qualidade sem gerar efeitos adversos na 

composição química e atividade antibacteriana (Hashemi et al., 2018). 

Nesse âmbito, a placa contendo E. coli com óleo de Nim extraído com hexano pelo ultrassom não apresentou inibição, 

é possível que o hexano por si só não tenha sido eficiente na extração de quantidades relevantes dos compostos inibitórios do 

Nim, bem como, existe a possibilidade da potencial formação de radicais livres durante a sonólise do solvente que podem 

degradar alguns compostos por oxidação, uma vez que essa é a principal desvantagem da técnica de ultrassom (Mejri et al., 

2018). Já na placa de Staphylococcus spp. (Figura 3), houve uma inibição de 7 mm no quadrante “a”, que pode ter ocorrido em 

decorrência das bactérias Gram-positivas poderem ser mais sensíveis a quantidades menores dos compostos contidos no óleo, 

assim como, existe a possibilidade da agitação da amostra não ter sido eficiente, uma vez que essa é importante para melhorar 
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a transferência entre as fases imiscíveis (Haider et al., 2018) e quebrar a estrutura das folhas facilitando a extração dos 

compostos. 

 

Figura 3 - placa de Staphylococcus spp. com discos de óleo de Nim extraídos com hexano por ultrassom. 

 

Fonte: Autores (2021). 

 

Os resultados da análise de difusão de discos para conhecer o poder de inibição do óleo de Nim extraído com etanol e 

hexano pela técnica de extração por infusão seguida de rotaevaporação, podem ser visualizados na Tabela 2.  

 

Tabela 2 – medição dos halos de inibição de discos contendo óleo de Nim extraídos através da técnica de extração por infusão 

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

Escherichia coli – óleo de Nim (solvente etanol) Escherichia coli – óleo de Nim (solvente hexano) 

a – x* a – x 

b – 6 mm b – x 

c – x c – x 

Staphylococcus spp. – óleo de Nim (solvente etanol) Staphylococcus spp.- óleo de Nim (solvente hexano) 

a – x a – 8 mm 

b – x b – 5 mm 

c – x c – 7,5 mm 

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

 

Como pode-se observar, em Escherichia coli com óleo de Nim extraído com etanol (Figura 4) houve um pequeno halo 

de inibição de 6 mm, já na placa de Staphylococcus spp. também com o óleo extraído com etanol não houve inibição. Dentre as 

possíveis causas, está a temperatura mais elevada do processo de extração, uma vez que altas temperaturas podem causar 

alterações químicas nos compostos dos óleos essenciais e perdas dos compostos voláteis (Mejri et al., 2018).  

Estudos sugerem que com o aumento da temperatura, há o favorecimento do aumento do rendimento do óleo, este 

fenômeno é devido ao fato de que os óleos são geralmente mais solúveis em temperaturas elevadas, porém, a qualidade do óleo 

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 óleo de Nim extraídos com etanol por extração por infusão. 

 

Fonte: Autores (2021). 
 

Na difusão de discos com óleo de Nim extraído com hexano, em Escherichia coli não houve inibição, novamente, a 

temperatura de processo pode ter sido responsável pela degradação de quantidades consideráveis de compostos necessários 

para a atividade antimicrobiana do óleo. Não obstante, no que se refere a Staphylococcus spp. (Figura 5), houveram halos de 

inibição de 8 mm, 5 mm e 7,5 mm nos quadrantes “a”, “b” e “c” respectivamente, possivelmente as quantidades de compostos 

inibitórios restantes no óleo após sua extração foram suficientes para causar efeito bactericida no microrganismo (HAIDER et 

al., 2018).  

 

Figura 5 - placa de Staphylococcus spp. com discos de óleo de Nim extraídos com hexano por extração por infusão (autores, 

2021). 

 

Fonte: Autores (2021). 

 

3.2 Rendimento dos óleos de Nim extraídos pelas técnicas de ultrassom e extração por infusão 

No que se refere ao rendimento dos óleos de Nim, extraídos com etanol e hexano pelo ultrassom, os valores podem 

ser vistos na Tabela 3. 
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Tabela 3 – Rendimento do óleo de folhas de Nim extraído com etanol e hexano pela técnica de ultrassom. 

Rendimento do óleo de Nim – extração por ultrassom 

Solvente etanol Solvente hexano 

 

50g = 25 mL 

 

50g = 15 mL 

Fonte: Autores (2021). 

 

Nesse sentido, o rendimento dos óleos de Nim extraídos com etanol e hexano através da extração por infusão pode ser 

visto na Tabela 4. 

 

Tabela 4 – Rendimento do óleo de folhas de Nim extraído com etanol e hexano pela técnica de extração por infusão. 

Rendimento do óleo de Nim – extração por infusão  

Solvente etanol Solvente hexano 

 

50g = 40 mL 

 

50g = 20 mL 

Fonte: Autores (2021). 

 

Sendo assim, a técnica de extração por infusão foi a que apresentou o maior rendimento de óleo em comparação ao 

ultrassom. Dentre os fatores, estão 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 óleo pode ser obtido (Bhuyan, Sen, 

Bihari, 2019). 

 

3.3 Análise do poder de inibição do óleo de folhas de Nim em contaminação de superfícies por microrganismos 

mesófilos 

Os resultados da análise da atividade de inibição de contaminação ambiente de superfície dos óleos de folhas de Nim, 

pela contagem de bactérias em PCA podem ser vistos na Tabela 5. 

 

Tabela 5 – avaliação do poder inibitório do óleo de folhas de Nim extraídos com etanol e hexano pelas técnicas de ultrassom e 

extração por infusão em contaminação ambiente de superfície. 

Contaminação de superfície – contagem em PCA (Contaminação: 90 UFC/cm2) 

Etanol ultrassom: 0* Hexano ultrassom: 3 UFC 

Etanol extração por infusão: 0 Hexano extração por infusão: 1 UFC 

0* = não houve crescimento de colônia. Fonte: Autores (2021). 

 

 

Após a conclusão das análises e tendo em vista a ausência de padrões nacionais para os parâmetros de contaminação 

de microrganismos mesófilos em superfícies (Espich, 2014), foram considerados os padrões internacionais da Organização 

Panamericana de Saúde (OPAS) e Organização Mundial da Saúde (OMS) sendo 50 UFC/cm2 para ambos. Atentando para esse 

valor, percebe-se que a contagem de 90 UFC/cm2 do ambiente avaliado estava acima do parâmetro máximo estabelecido, 

indicando uma alta carga microbiológica. No entanto, após as superfícies serem tratadas com os extratos do óleo de Nim, 
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houve uma drástica diminuição da contagem, onde os locais em contato com os óleos extraídos com etanol tanto pelo 

ultrassom quanto pela extração por infusão não apresentaram desenvolvimento microbiológico. As superfícies tratadas com os 

extratos do Nim extraídos com hexano por ambas as técnicas exibiram crescimento de 3 UFC (Unidade Formadora de Colônia) 

do ultrassom e 1 UFC da extração por infusão. Porém, levando em consideração a alta contagem inicial, ainda houve uma 

inibição consideravelmente eficiente. 

No que se refere a avaliação dos microrganismos mesófilos analisados através da técnica de plaqueamento por 

superfície com PDA, este acidificado, se tornando seletivo para o desenvolvimento de bolores e leveduras, os resultados 

podem ser vistos na Tabela 6. 

 

Tabela 6 – avaliação do poder inibitório do óleo de folhas de Nim extraídos com etanol e hexano pelas técnicas de ultrassom e 

extração por infusão em contaminação ambiente de superfície. 

Contaminação de superfície – contagem em PDA (Contaminação: 35 UFC/cm2) 

Etanol ultrassom: 3 UFC Hexano ultrassom: 0* 

Etanol extração por infusão: 0 Hexano extração por infusão: 3 UFC 

0* = não houve crescimento de colônia. Fonte: Autores (2021). 

 

Levando em consideração o valor de 50 UFC/cm2 padronizado pela OMS e OPAS, pode-se dizer que a contaminação 

encontrada no ambiente de 35 UFC/cm2 está dentro dos parâmetros estabelecidos. Não obstante, foi possível observar que a 

região tratada com o óleo extraído com etanol pelo ultrassom apresentou uma atividade inibitória significativa uma vez que 

foram contadas apenas 3 UFC, porém, o local tratado com o óleo extraído com etanol pela extração por infusão apresentou 

resultado ainda mais relevante, ao passo que não houve crescimento de colônias. Em relação ao local tratado com óleo de Nim 

extraído com hexano por ultrassom, não houve desenvolvimento microbiano enquanto que no local em contato com o óleo de 

Nim com hexano extraído pela técnica de infusão, apresentou a contagem de 3 UFC. 

Nesse âmbito, as regiões tratadas com os óleos extraídos pelo ultrassom que ainda apresentaram crescimento 

microbiológico, mesmo que mínimo, podem ser em decorrência tanto da carga destes, onde, nesta, poderiam haver 

microrganismos menos sensíveis aos compostos presentes nos óleos, quanto da eficiência da agitação prévia das amostras antes 

da extração (Haider et al., 2018). Não obstante, os locais que entraram em contato com os óleos extraídos pela extração por 

infusão que apresentaram desenvolvimento microbiano, podem, além da possível presença de microrganismos com menos 

sensibilidade aos compostos, existir a possibilidade que devido a temperatura do processo de obtenção dos óleos, estes terem 

alguns de seus compostos inibitórios degradados (Tesfaye et al, 2018). No entanto, com base nos dados obtidos, os óleos de 

folhas de Nim extraídos com etanol e hexano pelas técnicas de ultrassom e infusão, tem grande potencial para serem utilizados 

como método de controle de contaminação ambiental em superfícies por microrganismos mesófilos. 

 

3.4 Perfil cromatográfico do óleo de Nim 

Na Tabela 7, é possível observar as substâncias encontradas no óleo de Nim através de cromatografia gasosa. 
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Tabela 7 – substâncias do óleo de Nim através de perfil cromatográfico. 

Substância Tr (min) Probabilidade (%) 

Etilbenzeno 3,51 61,6 

Benzeno, 1,3-dimetil 3,57 40,1 

Benzeno, 1,3-dimetil 4,02 31,1 

Éter, 3-butenil propil 4,68 24,9 

Hidroperóxido, 1-etilbutila 5,2 75 

Hidroperóxido, 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 substâncias encontradas no óleo de Nim, pode-se observar entre elas algumas com potencial antimicrobiano, 

como os hidrocarbonetos aromáticos etilbenzeno e benzeno, 1,3-dimetil, que em decorrência da comprovada toxicidade de 

ambos (Oliveira, 2013; Costa, 2011; Araújo, 2010), podem ter ação inibitória nos microrganismos alvo. No que se refere aos 

derivados dos hidroperóxidos encontrados, estes são componentes formados na fase inicial da autoxidação, e uma vez que eles 

são 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 âmbito, em alguns casos, a atividade antimicrobiana do óleo essencial é em decorrência do sinergismo de 

diferentes classes de compostos encontrados em sua composição, como álcoois, ésteres e hidrocarbonetos (Bassolé; Juliani, 

2012; Rault; Karuppayil, 2014). 

 

3.5 Análise do teor de umidade das folhas de Nim 

 A análise do teor de umidade, como descreve Siqueira (2021), é utilizada para quantificar a água presente em uma 

determinada amostra. Tendo isso em vista, o teor de umidade obtido após a análise 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 Müller (2014), o teor de umidade de uma amostra pode 

ter influência no rendimento e extração de óleo essencial, os autores destacam que como o componente mais abundante no teor 

de umidade é a água, essas moléculas de água nos substratos afetarão o desempenho de extração e o rendimento. Se o valor do 

teor de umidade for muito alto, as moléculas de água bloquearão os poros dos substratos e interferirão no vapor para elevar o 

componente de óleo. Caso contrário, se o valor do teor de umidade for muito baixo, os substratos ficarão muito secos e haverá 

uma grande perda no número de óleo essencial dentro dos substratos. 

 

4. Conclusão 

Com base em todos os resultados obtidos na pesquisa, pode-se afirmar que o óleo de folhas de Nim extraído através 

de etanol e hexano e pelas técnicas de ultrassom e extração por infusão apresentou um potencial inibitório eficiente perante 

bactérias patogênicas. Em relação a técnica, o ultrassom se mostrou superior como método de extração, uma vez que reduz o 

tempo para realizá-la, é um equipamento simples, além de usar temperaturas amenas. Não obstante, como um método de 

controle de contaminação de ambiente por microrganismos mesófilos, o óleo de Nim apresenta um potencial promissor e mais 

estudos com foco nessa área devem ser feitos. 
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Diante dos resultados obtidos, futuros trabalhos que visem a aplicação das substâncias obtidas para realização de 

processos de higienização na indústria de alimentos são sugeridos, buscando criar mais uma alternativa sustentável para os 

processos de sanitização. 
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