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RESUMO

A fermentacdo etandlica é um dos principais processos industriais no Brasil, amplamente
utilizado na producdo de biocombustiveis e bebidas fermentadas. Contudo, bactérias como
Lactobacillus fermentum e Leuconostoc mesenteroides comprometem a eficiéncia do processo
e danificam a levedura Saccharomyces cerevisiae. Embora antimicrobianos sintéticos sejam
empregados para conter essas contaminacdes, seu uso favorece a resisténcia microbiana,
evidenciando a necessidade de alternativas naturais. A Azadirachta indica, com suas
propriedades medicinais, surge como uma solugdo promissora devido aos compostos quimicos
com atividade antimicrobiana contra diversos microrganismos. Este estudo teve como objetivo
preparar e avaliar a composi¢do quimica dos extratos de folhas, cascas e sementes de A. indica,
a atividade antimicrobiana contra as principais bactérias contaminantes na fermentagéo
etanolica e a aplicacdo dos extratos no processo fermentativo. Para tanto, folhas, cascas e
sementes foram coletadas, higienizadas, secas e moidas. Em seguida, essas foram submetidas
ao preparo dos extratos utilizando maceracéo e fracionamento liquido-liquido com solventes de
diferentes polaridades. A caracterizacdo fitoquimica foi realizada por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) e Espectroscopia no Infravermelho por Transformada de Fourier
(FTIR). Também quantificaram-se os teores de compostos fendlicos, flavonoides, taninos e
atividade antioxidante. A atividade antimicrobiana foi avaliada por meio de testes de difuséo
em disco, seguido de determinacdo da Concentracao Inibitéria Minima (CIM) pelo método de
microdiluicdo, utilizando L. fermentum e L. mesenteroides como modelos bacterianos. Na
sequéncia, os extratos foram aplicados em processo fermentativo em batelada com reciclo de
células, por nove ciclos consecutivos. Para esse teste, utilizou-se a levedura industrial S.
cerevisiae CAT-1, avaliando-se o controle de contaminantes ao longo dos ciclos, bem como a
fisiologia da levedura em fermentacdo. Os resultados mostraram que 0s extratos das cascas e
folhas de A. indica apresentaram eficacia antimicrobiana contra L. fermentum e L.
mesenteroides sem causar danos a S. cerevisiae. O extrato da casca foi 0 mais eficiente, com
inibicdo bacteriana observada a partir de concentracfes de 0,5 mg/mL, enquanto as sementes
ndo apresentaram acgdo contra as bactérias. A analise fitoquimica identificou altos niveis de
taninos, flavonoides e compostos fendlicos, sendo 0s taninos nas cascas e os flavonoides nas
folhas, responsaveis pela atividade antimicrobiana. Nos experimentos de fermentagdo, 0s
extratos da casca favoreceram o crescimento de leveduras, controlaram contaminantes ao longo
dos ciclos e resultaram em maior teor alcodlico no vinho. Assim, 0s extratos das cascas de A.
indicam, podem substituir antimicrobianos sintéticos, reduzir a dependéncia de produtos
quimicos e promover praticas sustentdveis, alinhadas a preservacdo ambiental e a
sustentabilidade industrial.

Palavras-chave: Bactéria. Levedura. Metabdlitos secundarios. Neem.



CHEMICAL COMPOSITION AND ANTIMICROBIAL ACTION OF Azadirachta
indica A. Juss IN THE INHIBITION OF CONTAMINANTS IN ALCOHOLIC
FERMENTATION

ABSTRACT

Ethanolic fermentation is one of the main industrial processes in Brazil, widely used in the
production of biofuels and fermented beverages. However, bacteria such as Lactobacillus
fermentum and Leuconostoc mesenteroides compromise the efficiency of the process and
damage the yeast Saccharomyces cerevisiae. Although synthetic antimicrobials are employed
to control these contaminations, their use promotes microbial resistance, highlighting the need
for natural alternatives. Azadirachta indica, with its medicinal properties, emerges as a
promising solution due to its chemical compounds with antimicrobial activity against various
microorganisms. This study aimed to prepare and evaluate the chemical composition of extracts
from leaves, barks, and seeds of A. indica, the antimicrobial activity against the main
contaminating bacteria in ethanolic fermentation, and the application of the extracts in the
fermentation process. To this end, leaves, barks, and seeds were collected, cleaned, dried, and
ground. Subsequently, they were subjected to extract preparation using maceration and liquid-
liquid fractionation with solvents of different polarities. Phytochemical characterization was
performed using Thin Layer Chromatography (TLC) and Fourier Transform Infrared
Spectroscopy (FTIR). The levels of phenolic compounds, flavonoids, tannins, and antioxidant
activity were also quantified. Antimicrobial activity was evaluated through disk diffusion tests,
followed by determination of the Minimum Inhibitory Concentration (MIC) using the
microdilution method, with L. fermentum and L. mesenteroides as bacterial models.
Subsequently, the extracts were applied in batch fermentation processes with cell recycling over
nine consecutive cycles. For this test, the industrial yeast S. cerevisiae CAT-1 was used,
evaluating the control of contaminants throughout the cycles, as well as the physiology of the
yeast during fermentation. The results showed that the bark and leaf extracts of A. indica were
effective against L. fermentum and L. mesenteroides without causing damage to S. cerevisiae.
The bark extract was the most efficient, with bacterial inhibition observed at concentrations
starting from 0.5 mg/mL, while the seeds showed no action against the bacteria. Phytochemical
analysis identified high levels of tannins, flavonoids, and phenolic compounds, with tannins in
the bark and flavonoids in the leaves being responsible for the antimicrobial activity. In
fermentation experiments, the bark extracts favored yeast growth, controlled contaminants over
the cycles, and resulted in higher alcohol content in the wine. Thus, A. indica bark extracts can
replace synthetic antimicrobials, reduce dependency on chemical products, and promote
sustainable practices aligned with environmental preservation and industrial sustainability.

Keywords: Bacteria. Yeast. Secondary metabolites. Neem.
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CAPITULO 1 - INTRODUGCAO GERAL

O uso de produtos naturais no controle de microrganismos que infectam o processo de
fermentagdo alcodlica é um campo de pesquisa em desenvolvimento. Embora o processo seja
dominado pelas leveduras, a contaminacdo bacteriana indesejada pode ocorrer e afetar a
qualidade do produto final. Neste contexto, deve-se destacar ainda, a resisténcia adquirida por
bactérias aos antimicrobianos convencionais sintéticos (ampicilina, tetraciclina, cloranfenicol,
penicilina, virginiamicina e monensina sédica), o que pode levar a selecdo de microrganismos
cada vez mais prejudiciais ao processo industrial, bem como a saude humana (Silva et al.,
2021).

Deve-se considerar ainda, que as bactérias que contaminam o processo fermentativo,
chegam as dornas de fermentacdo juntamente com a matéria-prima, consumindo o agucar do
mosto, e produzindo acidos organicos, gomas e outros metabdlitos; o que podem levar a morte
celular das leveduras, formacdo de espuma no reator, bem como floculagdo do fermento. As
principais bactérias contaminantes sdo do género Lactobacillus e Leuconostoc, que trazem
perdas significativas no rendimento fermentativo (Torres-Guardado et al., 2022).

Considerando as problematicas do uso prolongado dos antibioticos sintéticos, como o
desenvolvimento de resisténcia bacteriana, os custos elevados associados ao tratamento, e
residuos nos destilados e leveduras (Kronka, 2021); os compostos bioativos naturais, com agédo
bactericida, sdo alternativas vidveis e baratas, com resultados comprovados. Entre esses,
destacam-se: o ldpulo, o jamboldo e a prépolis (Przybytek; Karpinski, 2019).

As atividades biologicas presentes nesses compostos estdo associadas a presenca de
diversas classes de metabdlitos secundarios, como flavonoides, terpenoides, taninos entre
outros. Esses, demonstram atividade antimicrobiana contra uma variedade de microrganismos,
incluindo bacteérias. Eles podem exercer efeitos bacteriostaticos ou bactericidas, auxiliando no
combate, controle do crescimento e proliferagdo desses microrganismos (Prasad et al., 2023).

Neste contexto, a busca por plantas que apresentam esses metabdlitos tem crescido
significativamente nos dltimos anos. Entre essas, pode-se destacar o Neem (Azadirachta
india), que é nativa da india e de outras regides da Asia, que vém sendo utilizada em diversos
segmentos de mercado (Abebe, 2021). Seus compostos quimicos, presentes em diversas partes
da planta (folhas, cascas e sementes), apresentam eficcia contra diversas doengas, por

possuirem propriedades antioxidantes, antimutagénicas, anti- inflamatorias e antimicrobianas
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(Sidat et al., 2023). Tais propriedades possibilitam o desenvolvimento de novos fitoterapicos,
permitindo o tratamento de maléria, cancer, diabetes e diversas doengas inflamatorias (Pingali
et al., 2020; Joseph et al., 2021; Ammara et al., 2023). Além do uso medicinal, estudos
indicam que o Neem demonstra grande versatilidade na agricultura, atuando como controlador
natural de pragas e doenca, reduzindo a necessidade de pesticidas quimicos e promovendo uma
agricultura mais sustentavel (Rana et al., 2023).

A acdo antimicrobiana do Neem, tem despertado interesse na comunidade cientifica,
devido sua capacidade de combater bactérias gram-negativas e gram-positivas (Singaravelu et
al., 2019), o que pode possibilitar seu uso em outras areas de aplicagdo, como a agroindustria
(Islas et al., 2020).

Diante do exposto, o0 objetivo deste trabalho foi a prospeccdo de antimicrobianos
naturais a base de Neem para aplicacdo no processo de fermentacdo etanolica. Foram obtidos
extratos alcoolicos brutos das folhas, cascas do tronco e sementes de A. indica, além de extratos
fracionados dessas mesmas partes da planta.

O estudo avaliou a presenca de taninos, flavonoides, terpenos e alcaloides, presentes em
cada extrato, a partir de analises qualitativas e quantitativas. Adicionalmente, foi realizada a
avaliag&o da atividade antimicrobiana contra as cepas de Lactobacillus fermentum, Leuconostoc
mesenteroides, e Saccharomyces cerevisiae dos extratos (bruto e fracionados), comparando sua
eficacia com a ampicilina (antibidtico antibacteriano) e actidiona (antifungico).

Com base nos objetivos delineados para a pesquisa, elaboraram-se as seguintes
hipdteses: i) Os extratos brutos e fracionados de Neem apresentardo atividade antimicrobiana
significativa contra L. fermentum e L. mesenteroides presentes no processo de fermentacédo
etanolica; ii) Os extratos alcodlicos do Neem néo apresentardo acdo antimicrobianao ante S.
cerevisiae; iii) Os extratos alcodlicos do Neem apresentardo diferentes perfis de compostos
bioativos e, consequentemente, distintos niveis de atividade antimicrobiana; iv) As fragdes dos
extratos apresentardo maior atividade antimicrobiana em comparacdo com os extratos brutos.

O estudo é estruturado em 6 capitulos, sendo o primeiro destinado para introducdo geral
da dissertacdo. O segundo capitulo correspondente ao referencial tedrico, aborda o processo
fermentativo, incluindo a influéncia da levedura e outros microrganismosno desenvolvimento e
na qualidade do produto final. S&o discutidos os principais contaminantes microbioldgicos que
podem afetar a fermentacdo alcoolica, bem como as estratégias de controlepara garantir a

eficiéncia e a seguranca do processo. Adicionalmente, séo analisados os antimicrobianos de
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origem sintética e natural comumente empregados no setor sucroenergético.Com informagdes
relevantes da planta Azadirachta indica, onde sdo examinadas sua origem, composi¢ao quimica
e suas propriedades antimicrobianas. Sdo revisadas evidéncias cientificasque corroboram a
eficaciado Neem no controle de uma variedade de microrganismos, incluindo bactérias e fungos.
Tais informacgBes sdo cruciais para fundamentar a discussdo e analise dos resultados
apresentados aos proximos capitulos.

No capitulo 3, prop6s-se a investigar a avaliagdo da composicdo quimica e
antimicrobiana dos extratos brutos das folhas, cascas e sementes contra L. mesenteroides, L.
fermentum e S. cerevisiae. No quarto capitulo, a avaliacdo da composi¢do quimica e da
atividade antimicrobiana foi realizada com os extratos fracionados das folhas e cascas que
apresentaram atividade antimicrobiana contra os microrganismos de interesse. No capitulo 5,
0s extratos brutos das folhas e cascas foram aplicados ao processo de fermentacao alcodlica. A

dissertacdo contou ainda com o capitulo 6, que apresentou as consideracées finais.
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CAPITULO 2 - REFERENCIAL TEORICO

2.1. — Fermentacdo Alcoolica

O Brasil é lider mundial na producao de agucar e o segundo maior produtor de etanol.
De acordo com dados da Companhia Nacional de Abastecimento, em 2023, o pais exportou 1,4
bilhdo de litros de etanol, enquanto importou 30,4 milhdes, gerando um superavit de US$ 890
milhGes. Esses numeros destacam o crescimento do setor sucroalcoleiro, impulsionando
significativamente a economia nacional, gerando empregos diretos e indiretos, aumentando as
exportagdes, contribuigdes para o PIB e no uso de energias renovaveis proveniente da materia-
prima (Conab, 2023).

A producdo de etanol envolve vérias etapas até alcancar o produto final. Inicialmente, a
cana-de-acucar é submetida ao processo de extracdo do caldo, o qual apresenta em sua
constituicdo, compostos soluveis e insolUveis. Dentre os compostos insolUveis, deve-se destacar
a presenca de terra, bagacilho, pedras, metais, entre outros. Os compostos soluveis
compreendem 0s aclcares (sacarose, glicose e frutose) e os ndo-aglcares (proteinas,
aminoacidos, lipideos, &cidos organicos, compostos fendlicos, pigmentos, amido, além de
compostos inorganicos — nitrogénio, potassio, fosforo, ferro, zinco, manganés, entre outros)
(Brasil, 2021).

Objetivando a remoc¢édo de compostos insollveis, bem como alguns compostos sollveis
presentes no caldo de cana, que podem vir a ser interferentes da fermentacao etandlica, o caldo
extraido é submetido a um processo de clarificacao fisico-quimica (Macri, 2014).

O processo de clarificacdo antecede o preparo do mosto, eliminando impurezas
presentes no caldo de cana-de-acucar capazes de afetar as leveduras e o processo fermentativo.
Esse processo envolve tratamentos fisicos, como a peneiragdo alteracdo de temperatura; e
quimicos como a adicdo de leite de cal, enxofre e polimero. Primeiramente, o caldo é peneirado
e submetido a ajuste de pH para 6,0 a 6,5 utilizando leite de cal (hidréxido de calcio). Na
sequéncia, o caldo e aquecido a 105 °C e disposto em decantador, no qual é adicionado
polieletrolito sintético anidnico para sedimentacdo de impurezas que afetam o0 processo
fermentativo (Araudjo, 2007; Santos et al., 2013).

Apo6s 1 hora em decantacdo, o caldo clarificado (sobrenadante) é recuperado e
submetido a ajuste de °Brix, pH, Temperatura e Nutrientes originando o substrato

defermentacdo denominado mosto o qual apresenta condicBGes ideais para a levedura
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desenvolvero processo fermentativo (Brasil, 2021).

Na sequéncia, 0 mosto é misturado ao fermento, o qual é constituido majoritariamente
por cepas de levedura Saccharomyces cerevisiae (Figura 1), que consomem 0s aglcares para a
manutencdo celular, bem como os utilizam para a producdo de novas células. Neste processo,
ha liberacéo, para o meio, de etanol, CO. e outras moléculas inerentes ao metabolismo desse
microrganismo (Cruz, 2019).

Figura 1 — Levedura Saccharomyces cerevisiae.
Fonte: Gaensly (2010).

No entanto, varios fatores podem atrapalhar o processo de fermentacdo, diminuindo a
conversdo de glicose em etanol, sendo a mesma direcionada a outras vias metabdlicas desse
microrganismo, resultando em baixos rendimentos industriais (De la rosa et al., 2017,
Campanhol et al., 2019). Dentre estes, pode-se destacar os (fendlicos, acidos organicos) e
inorganicos (alta concentracdo de aluminio, calcio e potassio), bem como a presenca de bactérias
gue contaminam o processo ( Souza Rodrigues et al., 2020; Parapouli et al., 2020).

As bactérias gram-positivas sdo as que mais induzem problemas no processo
fermentativo, uma vez que as bactérias gram-negativas podem ser influenciadas negativamente
pelo etanol presente nas dornas de fermentacéo, o qual pode agir sobre os lipideos da parede
celular, ocorrendo a solubilizacdo dos mesmos, resultando na morte celular desses

microrganismos (Messetti et al., 2020).

Dentre as bactérias gram-positivas, as do género Lactobacillus e Leuconostoc séo as que
apresentam maior presenca nos processos industriais (Naves et al., 2010). A bactéria

Leuconostoc mesenteroides (Figura 2) € anaerdbia facultativa e possuem capacidade de
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produzir componentes como goma, a partir da conversao de sacarose em polimeros de dextrana.
Esse processo pode levar ao entupimento de filtros, tubulag@es, bem como a adesdo as células
de levedura, o que pode causar floculacdo e, consequentemente, reduzir a taxa de conversdo de

acucares em etanol (Gongalves et al., 2021; Messetti et al., 2020).

Figura 2 — Bactéria Leuconostoc mesenteroides
Fonte: JGI (2024)

Lactobacillus fermentum (Figura 3) é uma bactéria capaz de produzir manitol, acido
latico e acido acético, a partir da metabolizacdo de carboidratos, como glicose, frutose e
sacarose. Comum em ambientes fermentativos, pode causar a diminui¢cdo no rendimento de
etanol, uma vez que consome agucares que seriam utilizados pela levedura para producéo de

etanol (Costa et al., 2018).

Figura 3 — Bactéria Lactobacillus fermentum
Fonte: Kang et al. (2019)
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Os antibidticos, especialmente a penicilina, virginiamicina e monensina sddica, sdo
tradicionalmente usados como agentes antimicrobianos (Ceccato-Antonini, 2018). Entretanto,
compostos naturais, derivados de plantas, microrganismos e outros recursos, tém ganhado cada
vez mais mercado em decorréncia do potencial de controle de bactérias gram- positivas
(Stefanello et al., 2018).

2.2. Antimicrobianos Sintéticos e Naturais

O controle antimicrobiano no processo fermentativo pode ser realizado com o uso de
agentes quimicos, dentre eles os antibidticos. Os antibioticos sdo produzidos por meio de
indculos da cultura de fungos ou bactérias, a partir das reacdes quimicas provenientes de suas
vias metabdlicas ou através de processos de sintese quimica (Pereira; Oliveira, 2016; Lima;
Trevisan, 2021).

As propriedades antimicrobianas dos antibioticos podem ser de origem sintética, semi-
sintética ou natural, que demonstram eficacia em diferentes concentragcdes. Essas substancias
agem ao atingir seu alvo especifico, eliminando o microrganismo (microbiocida), impedindo
seu crescimento (microbiostético) e também sua reproducdo (Jesus Pereira; De Andrade; De
Abreu, 2021).

No que se refere ao processo fermentativo, 0s antibidticos sintéticos agem na inibicéo
da parede celular, ribossomos, replicacdo do DNA, sintese de RNA e enzimas especificas
(Murphree et al., 2014). Contudo, os diferentes antibioticos podem apresentar mecanismos
distintos de atuacao.

No antibiotico penicilina e seus derivados, como a ampicilina (Figura 4), o anel beta-
lactamico é responsavel pela inibicdo da parede celular bacteriana, sendo o principal
responsavel pelo mecanismo (Mora-Ochomogo et al., 2021).

O anel beta-lactamico possui trés atomos de carbono e um atomo de nitrogénio e tem
efeitos antimicrobianos. Para que exiba atividade antibacteriana, o anel deve estar conjugado a
um grupo especifico (geralmente outro anel) presente na estrutura quimica do composto. Todos
os antibioticos beta-lactdmicos possuem acdo bactericida, sua acao se baseia na inibicao sintese
da parede celular bacteriana, uma estrutura rigida que confere forma e rigidez a célula
bacteriana, protegendo contra a pressdo osmatica interna e a entrada de substancias nocivas do
meio ambiente (Arruda et al., 2019; Santana, 2017).
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Figura 4 — Estrutura quimica da ampicilina

Fonte: Putarov e Galende (2011).

Assim como 0s outros antibidticos, a ampicilina pode desenvolver resisténcia de
diferentes formas. As bactérias podem alterar a permeabilidade da membrana celular limitando
a entrada do antibidtico no seu local alvo. A resisténcia pode surgir através das alteracfes do
sitio de acdo que envolvem modificagdes estruturais em proteinas envolvidas no transporte do
antibidtico, bem como em proteinas que atuam na ativacdo e inativacdo do farmaco. Outro
mecanismo de resisténcia relevante ¢ a bomba de efluxo, que atua removendo o antimicrobiano
do meio intracelular, evitando assim sua acdo no local de acdo especifica do medicamento
(Rodrigues et al., 2024; Arruda et al., 2019; Douafer et al., 2019).

Outros fatores, como o0 uso excessivo, inadequado e a falta de monitoramento, também
estdo relacionados com a resisténcia das bactérias. Diante deste cenario, torna-se necessario a
investigacdo e desenvolvimento de novas moléculas antimicrobianas. Neste contexto,
substancias de origem natural tém despertado interesse devido suas propriedades farmacoldgicas
(Viegas; Bolzani; Barreiro, 2006).

Extratos de fontes naturais, em comparacdo com as substancias sintéticas, possuem
grande diversidade estrutural, e seus compostos podem interagir de forma sinérgica, ou seja,
qguando combinados, seus efeitos antimicrobianos sdo amplificados, resultando em uma
atividade mais potente do que aqueles compostos isolados. Dentre os antimicrobianos naturais
utilizados na fermentacdo alcoolica, destacam-se a prépolis, jambol&o e lGpulo, que apresentam
efeitos bactericidas ante Lactobacillus fermentum e a Leuconostoc mesenteroides (Viégas et
al., 2011; Oliveira Filho, 2010; Caetano; Madaleno, 2011).

2.2.1. Prépolis

A propolis (Figura 5) € um produto natural produzido por abelhas (Sousa et al., 2019),

cuja composi¢cdo quimica pode variar de acordo com as espécies desses insetos, condicoes
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ambientais, caracteristicas climaticas, condi¢des fitogeograficas, e época de coleta; as quais
também, influenciam sobre as propriedades sensoriais (cheiro aromatico, cor, aspectos fisicos)
(Eghbal et al., 2022).

Figura 5 — Prdpolis produzido por abelhas

Fonte: Duqueyroix (2015).

Os principais compostos quimicos encontrados na prépolis incluem agliconas,
flavondides, acidos fendlicos e seus ésteres, aldeidos fenolicos, alcoois e cetonas, quinonas,
cumarinas, esteréides aminoécidos e compostos inorganicos (Pobiega et al., 2019). Esses
diferentes conjuntos de metabdlitos se correlacionam com sua atividade antibacteriana e
antifangicas, agindo na membrana ou na parede celular do microrganismo, causando danos
funcionais e estruturais (Lustosa et al., 2008).

O potencial antibacteriano da prépolis pode variar entre as cepas, dependendo da
amostra de prépolis utilizada (Almuhayawi, 2020), podendo combater uma variedade de tipos
microrganismos incluindo fungos, virus, bactérias e até parasitas (Salatino, 2022). Em estudos
cientificos, a propolis e seus derivados demonstraram atividade antibacteriana significativa
contra Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa (Roh et al., 2018; Arslan et al., 2011; Bansal et al.,2020; Sa-eed et
al., 2023) e antifungica, contra Candida albicans, Colletotrichum musae, Fusarium spp e,
Trichophyton sp, Colletotrichum gloeosporioides, Fusarium sp., Botryosphaeria sp., e Botrytis
sp (Corréa et al., 2020; Barros et al., 2022; Costantinet al., 2022).

2.2.2. Jambolao

O Syzygium cumini, pertencente a familia Mirtaceae (Figura 6) € conhecido por diversos



24

nomes como jamboldo, jameldo, cereja, jaldo, kambol, jamb(, ameixa roxa, murta, baga de
freira, guapé, jambui, entre outros. Originario da india, esta presente em diversas regides do
Brasil, utilizado para sombreamento devido a sua copa densa e ao porte alto, alcancando até 10
metros de altura. Possui propriedades anti-inflamatdrias e anticarcinogénica sendo empregada
nas industrias alimenticias, farmacéutica e cosmética (Tatum et al., 2018; Brito et al., 2017;
Tavares et al., 2016; Vizzotto, 2009).

Figura 6 — Jambol&o (Syzygium cumini L.).
Fonte: Santos (2017).

O jambolao possui diferentes tipos de compostos quimicos que variam de acordo com a
parte da planta em que sdo encontrados. Nas sementes estdo presentes os taninos hidrolisaveis,
6leos essenciais, antimelina, quercetina, nas cascas triterpenoides, acido acetil oleandlico,
canferol; nas folhas &cido gélico, canceferol, &cido clorogénico; e nas flores acido oleandlico
(Corréa et al., 2018).

Os compostos inibem tanto bactérias gram-positivas quanto gram-negativas,
demonstrando eficacia contra uma variedade de cepas, incluindo Escherichia coli, Bacillus
subtilis, cepas multirresistentes de Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae e
Staphylococcus aureus, Bacillus amyloliquefaciens, Lactobacillus casei, Streptococcus oralis,
Streptococcus parasanguis (Viera et al., 2012; Migliato et al., 2006; Corréa et al., 2018;
Sharma, 2018; Oliveira et al., 2007; Yadav et al., 2017; Cartaxo- Furtado etal., 2015), e com
atividade antifungica contra Candida glabrata, Candida krusei,Candida albicans (Saha et al.,
2013; Kaneria; Chanda, 2011; Khan et al., 2017; Costa et al., 2009).
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2.2.3. Lapulo

O ltpulo (Humulus lupulus L.) é uma flor da familia Cannabaceae (Figura 7), conhecida
por ser essencial na producdo dos diferentes tipos de cerveja, fornecendo-lhes seus diversos
sabores e aromas. Nas industrias cervejeiras, sdo utilizadas apenas flores nao fertilizadas de
plantas fémeas, pois estas contém substancias como resinas, polifendis e 6leos essenciais, que
conferem gosto amargo, propriedades antioxidantes e aroma especifico a bebida (Durello et al.,
2019).

Na flor do lapulo, sdo encontrados outros compostos quimicos, como 0s terpenos,
flavonoides, taninos e fitoestrdgenos, que possuem propriedades farmacoldgicas,

antimicrobianas e anti-inflamatorias (Yan et al., 2021).

Figura 7 — Flor lapulo (Humulus lupulus L.).
Fonte: Bordon (2020).

O extrato de IUpulo possui atividade antibacteriana contra Propionibacterium acnes,
Staphylococcus aureus, Staphylococcus epidermidis e Streptococcus pyogenes e atividade
antifngica contra Fusarium oxysporum, Fusarium culmorum e Fusarium semitectum, Botrytis
cinerea (Bartmanska et al., 2018; Wendakoon; Calderon; Gagnon, 2012; Weber et al., 2019).
Nos estudos de Nionelli et al. (2018), os extratos de lUpulo, combinados com a fermentacédo de
bactérias lacticas, retardam efetivamente o crescimento de fungos, como o crescimento de hifas
de Aspergillus parasiticus, Penicillium carneum, Penicillium polonicum, Penicillium paneum,
Penicillium chermesinum, Aspergillus niger e Penicillium roqueforti no pdo, melhorando perfil
sensorial.

Devido as suas propriedades hidrofilicas e lipofilicas, os compostos do IUpulo também
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podem atuar por mecanismos induzidos por ionoforos de prétons nas bactérias. O excesso de
protons no citoplasma bacteriano leva a acidificacdo do meio interno, desestabilizando o pH
e prejudicando o funcionamento de enzimas essenciais para a sobrevivéncia da bactéria. Essa
disfuncdo enzimatica pode ocasionar a interrupcao de processos metabdlicos vitais, como a
respiracdo celular e a sintese de proteinas, levando a morte da bactéria (Behr; VVogel, 2009;
Fahle et al., 2022).

2.3. Azadirachta indica A. Juss (Neem)

A Azadirchta indica A. Juss, é conhecida popularmente como Nim indiano ou "Neem".
Originéria do sudeste da Asia e do subcontinente indiano, ¢ uma planta medicinal pertencente
a familia Meliaceae, reconhecida por suas diversas propriedades terapéuticas e aplicada em
varias tradi¢6es medicinais ao redor do mundo. Foi introduzida oficialmente no Brasil por volta
de 1984, e esta presente em varias regides do pais (Guedes et al., 2022).

A espécie apresenta ampla distribuicdo em regides tropicais e subtropicais perenes,
demonstrando a capacidade de adaptacdo a diversos fatores climaticos, topograficos e edaficos
(Chandra; Thakur, 2021).

E uma arvore de porte variavel, podendo alcancar alturas de 15 a 20 m de altura. Seu
tronco é caracterizado por uma estrutura parcialmente reto, medindo de 30 a 80 centimetros de
diametro. A copa pode apresentar entre 8 a 12 metros, podendo chegar a 15 metros em arvores
isoladas, e expectativa de vida de 200 anos (Mossini; Kemmelmeier, 2005; Neves et al., 2003).

Reconhecida por sua resisténcia a climas secos, 0 crescimento se mostra melhor em
areas com precipitacdo anual variando de 400 a 1200 mm. Embora possa crescer em areas com
precipitacdo anual inferior a 400 mm. Essa espécie é adaptavel a diversos tipos de solo, mas
apresenta melhor desenvolvimento em solos profundos e arenosos, com pH entre 6,2 e 7,5, com
temperaturas médias anuais entre 21 e 32 °C, sendo capaz de tolerar calor intenso. No entanto,
n&o suporta temperaturas abaixo de 4 °C, o que pode resultar em queda de folhas e até morte da
planta (Martinez, 2011; Maithani et al., 2011).

Além de sua capacidade de adaptacdo ambiental, o Neem (Figura 8) apresenta uma série
de caracteristicas distintivas que o torna facilmente reconhecivel em seu habitat natural, suas
folhas sdo alternadas e pinadas, a casca possui uma textura que pode ser fissurada ou
texturizada, variando de tons de cinza esbranquicado a marrom avermelhado (Mehta; Chandra;

Thakur, 2021). As flores sdo brancas, pequenas, perfumadas, caidas e agrupadas axilarmente. O
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fruto € pequeno, comestivel e possui coloracdo amarelada quando maduro. Apresenta
morfologia singular, assemelhando-se a uma drupa glabra de formato arredondado (Patel et al.,
2016).

A colheita dos frutos, de modo geral, ocorre de forma manual, uma vez ao ano, com

producéo estimada de 30 a 50 kg por planta (Araujo et al., 2000; Neves., 2003).

Arvore Neem
(Azadirachta indica)

Flores
Figura 8 — Azadirachta indica (folhas, cascas, flores e frutos).

Fonte: Autora (2025).

Vérias partes da planta do Neem tém sido investigadas em estudos abrangentes,
explorando suas possiveis aplicacdes em diversos campos cientificos. Como parte de sua
atividade farmacoldgica, apresenta propriedades antioxidantes, antimalaricas, antimutagénicas,
anticancerigenas, anti-inflamatdrias, anti-hiperglicémicas e antidiabéticas (Raja RatnaReddy et
al., 2020; Baby et al., 2022; Uzzaman et al., 2019).

Estudos de Shah et al. (2020) demonstram o efeito do extrato das folhas do Neem contra

infeccdes adquiridas em ambientes hospitalares, causadas por agentes patogénicos. Pesquisas
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realizadas por Manca et al. (2021) apontaram que o 6leo da semente de Neem auxilia no
processo de cicatrizacdo de feridas. J& Bandyopadhyay et al. (2002), observaram efeitos dos
extratos das cascas no controle da hiperacidez gastrica e Ulceras, atribuidos aos glicosideos
fenolicos e sua capacidade de prevenir danos oxidativos & mucosa gastrica.

No desenvolvimento de tratamentos imunoldgicos, em estudos in vitro de Shah et al.
(2009) o extrato das flores estimulou respostas imunes especificas como aumento da producao
de citocinas e ativacdo de linfocitos T e B, e inespecificas na atividade citotoxica e fagocitica
de macrofagos.

Além de seu uso abrangente na medicina, 0 Neem é reconhecido por sua eficacia no
controle de pragas de plantas e mosquitos. Através de bioensaios, Almeida et al. (2021)
demonstraram que o extrato etanolico da folha apresentou atividade larvicida, resultando em
100% de mortalidade das larvas do mosquito Aedes aegypti. Também foi identificada a eficacia
larvicida do extrato de Neem contra a lagarta do algoddao Helicoverpa armigera, através da
reducdo na producdo de proteinas que sdo essencias para 0 seu crescimento e reproducéo
(Dawkar et al., 2019).

As pesquisas de Ali et al. (2023) revelaram que os extratos aquosos das folhas de Neem,
preparados a partir de infusdo, apresentam potencial promissor como agentes biofungicidas
contra fungos fitopatogénicos.

De forma geral, os efeitos benéficos da A. indica podem ser atribuidos a um ou mais
compostos fitoquimicos, presentes em partes da planta (semente, folhas, casca e frutos), como:
flavonoides, terpenoides, taninos, alcaloides, entre outras substancias, que precisam ser
constantemente investigados, afim de conhecer suas propriedades medicinais e/ou
toxicoldgicas (Gupta; Tannaz, 2017; Ujah et al., 2021)

Entretanto, ressalta-se que apesar dos compostos bioativos presentes no Neem serem
encontrados em toda a planta, sua concentracdo e facilidade de extragdo pode variar de acordo
com a parte da planta estudada e 0 método/solvente de extracdo empregados (Simdes, 2016).
Outro fator importante é a variacdo da composi¢do quimica de seus metabolitos secundarios
devido aos fatores ambientais, tais como luz, temperatura, disponibilidade da agua no solo,
fertilidade e sazonalidade (Yang et al., 2018).

2.4. Composicdo Quimica do Neem

A arvore de Neem, pertencente a familia Meliaceae, apresenta uma rica diversidade de



29

metabolitos secundarios, sendo identificados cerca de 406 moléculas distintas, extraidas de
diferentes partes da planta (Kharwar et al., 2020). Entre as classes de compostos encontra-se
os terpenoides, os flavonoides, taninos, as lignanas, as proteinas, compostos fenolicos, entre
outras (Mulyani; Sinaga; Supratman, 2023; Ninkuu et al., 2021).

Entre os terpenoides ndo volateis, destacam-se os limonoides: azadiractina, meliantriol,
nimbina, salanina e nibidina (Figura 9), caracterizados pela presen¢a de um ndcleo central
composto por quatro anéis ciclicos, que formam um tetraciclo (Passos et al., 2021).

Os terpendides também estdo entre os compostos bioativos mais relatados em relacéo
aos insetos, interferindo no sistema hormonal, reprodutivo, comportamento alimentar,
desenvolvimento e fisiologia, resultando em uma reducdo significativa das populacfes de
pragas agricolas (Muhammad; Kashere, 2020; Fernandes et al., 2019; Naniwadekar ; Jadhav,
2012), o que os torna uma alternativa natural para o controle de pragas (Akihisa et al., 2021).

A azadiractina foi identificada como o principio ativo em maior concentracdo nas
sementes maduras e folhas, responsavel pela acdo inseticida e biopesticida, sendo seguro para

0s humanos e para 0 meio ambiente (Muhammad; Kashere, 2020; Fernandes et al., 2019).

COsMe

Nimbidina Nimbina

Figura 9 — Estruturas quimicas dos principais compostos isoprenoides presentes no Neem.
Fonte: National Research Council (2002).

As plantas produzem uma grande variedade de produtos secundarios que contém um
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grupo fenol, ou seja, um grupo hidroxila ligado a um anel aromatico, compondo um grupo
quimicamente heterogéneo com mais de 8.000 variagdes identificadas (Alara et al., 2021).
Estdo presentes em diversas partes das plantas como nas folhas, cascas, sementes, frutos e
flores. Sdo fundamentais na adaptacdo da planta em condicdes de estresse, como ferimentos,
infeccOes ou exposicao a radiacdo UV (Albuquerque et al., 2020).

A grande diversidade quimica dos compostos fendlicos permite que desempenhem
varias funcdes nos vegetais. Taninos, flavonoides e alguns compostos fenolicos simples atuam
como defesa contra herbivoros e patdgenos, bem como atuar como atrativos importantes para
polinizadores e dispersores de sementes (Ozeker, 1999).

A acdo antioxidante dos compostos fenolicos é determinada por suas caracteristicas
estruturais, como o0 namero e a posicao dos grupos hidroxila, bem como pelas substitui¢cées nos
anéis aromaticos. Esses compostos tém propriedades redox, permitindo que absorvam e
neutralizem radicais livres, quelando oxigénio triplete e singleto, além de quebrar peroxidos.
Dessa forma, retardam ou prevenem a oxidacdo de lipidios e outras moléculas, impedindoo
inicio ou a continuacédo de reacfes oxidativas em cadeia (Balasundram et al., 2006; Degaspari;
Nina, 2004).

Os flavonoides, que constituem mais da metade dos compostos fenélicos nas plantas,
sdo uma classe diversificada de compostos fitoquimicos, notaveis por suas propriedades
bioldgicas e beneficios a saide humana. Além de participarem de importantes funcdes no
crescimento, desenvolvimento e na defesa da planta contra patdgenos atuam em resposta ao
estresse oxidativo, tanto abiotico quanto bi6tico, absorvendo radiacdo UV-B e UV-A, e inibindo
a producdo de espécies reativas de oxigénio (Agati et al., 2012; Trojak, Skowron, 2017).

Dentre as classes de flavonoides, as catequinas e epicatequinas sdo conhecidas por
formar taninos condensados, que sdo importantes para a saude do coracdo e prevencdo de
doencgas (Cosme et al., 2020; Machado et al., 2017).

Taninos desempenham um papel fundamental na defesa contra predadores e em
processos de crescimento. Essas substancias sdo amplamente reconhecidas por suas
propriedades adstringentes, responsaveis pelo sabor amargo e seco de muitos tipos de frutas e
bebidas, como o vinho e o cha (Couto et al., 2021; Silin et al, 2017). Do ponto de vista da saude
humana, tém demonstrado atividades antioxidantes significativas, ajudando a neutralizar os
radicais livres no corpo e reduzindo o risco de vérias doengas crénicas, incluindocancer e

doencas cardiovasculares, além de serem capazes de inibir o crescimento de alguns fungos,
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bactérias e virus (Borges Filho, Felfili, 2003; Monteiro et al., 2005).

Estudos na literatura também apontaram que essa classe de compostos possui
propriedades anti-inflamatdrias, tornando-os Uteis no tratamento de infec¢Ges e no auxilio a
cicatrizacdo de feridas, contribuindo para a saude digestiva, na reducdo da inflamagé&o
intestinal e na protecdo contra Ulceras (Nascimento et al, 2021).

Os taninos sdo divididos, de acordo com a estrutura quimica, em dois grandes grupos:
taninos hidrolisaveis e taninos condensados. As proantocianidinas (Figura 11A) sdo semelhantes
as antocianinas, por apresentarem pigmentos avermelhados. Elas exibem uma enorme
diversidade estrutural, que resulta de diferentes padrGes de substituicdo entre unidades
flavanicas, posicoes de ligacdo e estereoquimica dos compostos (Milene Angelo; Jorge, 2007).

Os taninos hidrolisaveis (Figura 11B) sdo compostos com nucleo central de glicose ou
poliol esterificado com acido gélico (parte fendlica). Eles sdo conhecidos por dois compostos
principais: galotaninos, que s&o rodeados por varias unidades galoila, nos quais o &cido galico
é esterificado com glicose ou polidis e os elagitaninos onde, o acido elagico esta esterificado

com glicose ou polidis (He, 2022; Farha et al., 2020)

Figura 11 — A — Estrutura da proantocianidinas. B — Estrutura de taninos hidroliséveis.
Fonte: Falcone Ferreyra et al. (2012); Nakamura et al. (2003).

Dentre os compostos fenolicos mencionados anteriormente, diversos estudos foram
conduzidos com o Neem, resultando na identificacdo de alguns desses compostos. Nigussie et
al. (2021) investigaram o0s principais metabdlitos secundarios presentes nos extratos
metanolicos das folhas, revelando a presenca de diversos compostos bioativos, incluindo
alcaloides, terpenoides, saponinas, flavonoides, fendis, taninos e esteroides. Entre esses
fitoquimicos, os flavonoides e as saponinas se destacam como responsaveis pelos efeitos

observados na planta, como atividades antiinflamatdrias, antimicrobianas e antioxidantes.
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Rao (2019) e colaboradores revelaram a presenca de um flavonol em vérias partes
vegetativas, utilizando analise espectroscdpica de LC-MS (Cromatografia Liquida acoplada a
Espectrometria de Massa). A presenca de quercetina, rutina e acido tanico nos extratos da
mesma planta foram confirmados por Sharma et al. (2022). Resultados similares foram
reportados por Junior et al. (2018), que observaram uma concentracdo significativa de
quercetina, um flavonoide, nas folhas de Azadirachta indica. Foram identificados por Nagano
et al. (2021) compostos fenolicos, incluindo taninos, catequinas, flavonas, flavonoides e
xantonas.

Para extracdo desses compostos fenolicos e outros metabolitos secundérios de plantas
medicinais e aromaticas, a maceracdo, digestdo, infusdo, decocgdo, extracdo soxhlet,
percolacdo, extracdo alcodlica aquosa por fermentacao, extracdo em contracorrente, extracao
por ultrassom, extracdo com fluido supercritico e etapa fitbnica séo os mais utilizados (SUN et
al., 2023). O uso de solventes para a extragdo é também fundamental, pois diferentes
substancias sdo soluveis em solventes especificos. Séo utilizados diferentes solventes com
diferentes polaridades para os processos de extracdo de diversas substancias quimicas

encontradas nas plantas (Tabela 1).

Tabela 1 — Ordem crescente da polaridade dos solventes utilizados para extrair metabdlitos
secundarios.

Compostos preferencialmente

Solventes .
extraidos
Furanocumarinas, hidrocarbonetos,
Pentano, hexano, éter de lipideos, Oleos essenciais, pigmentos,
petréleo. ceras

Bases livres de alcaloides,
_ antraquinonas
Tolueno, diclorometano, livres, 6leos volateis, glicosideos
cloroformio. cardiotdnicos, dleos fixos, ceras

Flavonoides, cumarinas simples,

Tolueno, diclorometano,

cloroformio. sapogeninas.
Etanol, metanol. Heterosideos em geral.
Solugdes hidroalcodlicas, agua. Saponinas, taninos
Solugdes aquosas acidificadas. Alcaloides
Solucgdes aquosas alcalinizadas. Saponinas

Fonte: Soares et al. (2016).

Para identificar esses compostos, podem ser utilizadas técnicas rapidas, simples e
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baratas, como método colorimétrico com testes especificos, nos quais se observa o
desenvolvimento de coloracdo, fluorescéncia e/ou a formagdo de precipitado Costa (2001),
Simdes (2016), Matos (2009).

A técnica de Cromatografia em Camada Delgada (CCD) é uma analise quali-
quantitativa que permite a separacdo e identificacdo de diversos compostos presentes na
amostra, com base em suas afinidades de adsor¢do em uma fase estacionaria. S&o empregados
reveladores, comos reagentes quimicos e a luz UV (Ultravioleta) para identificar classes de
especificas de compostos (Kalasz et al., 2020).

As andlises colorimétricas também permitem a quantificacdo desses compostos através
da Espectrofotometria ultravioleta e visivel (UV-Vis), capaz de determinar a presenca e/ou
concentracdo de um analito de interesse. Para identificar e analisar os compostos organicos e
inorganicos com base em suas vibracdes moleculares, emprega-se a técnica de espectroscopia
da regido infravermelho. Esta técnica permite a identificacdo de grupos funcionais especificos
em uma molécula, com vibragdes ocorrendo em comprimentos de onda caracteristicos. Esta

metodologia é citada por autores como Lopes e Fascio (2004).

2.5. Metabdlitos Secundarios: Mecanismos e Potencial Antimicrobiano

Os metabolitos secundarios apresentam uma composic¢do quimica diversificada, que
influencia diretamente na sua atividade antimicrobiana contra bactérias e fungos. Acdo desses
compostos podem ser bactericidas ou bacteriostaticos, dependendo do seu mecanismo de
interacdo contra o microrganismo alvo (Prasad et al., 2023). Esses compostos naturais possuem
vantagens em relacdo aos antimicrobianos sintéticos, devido a sua menor toxidade e menor
impacto ambiental (Karnwal; Malik 2024).Além disso, enquanto o uso indiscriminado de
antimicrobianos sintéticos tende a favorecer o surgimento de resisténcia bacteriana, 0s
metabolitos secundarios atuam por meio de diferentes mecanismos, 0 que reduz a pressao
seletiva sobre bacterias e diminui a probabilidade de surgimento de cepas (Christaki.; Marcou;
Tofarides, 2019).

Dentre os metabolitos secundarios, os principais com atividade antimicrobiana s&o os
fendlicos (taninos, flavondides), terpenos, esteroides, onde seus mecanismos de acdo variam de
acordo com sua estrutura quimica (Franco; Vazquez, 2020).

A presenca de grupos de hidroxilas nos compostos fenolicos € essencial para sua

atividade antimicrobiana. A acdo dos mesmos podem ocorrer através da penetracdo na
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membrana celular bem como na inibi¢do de enzimas, que afetam os processos vitais impedindo
as bactérias de proliferarem. ( Kauffmann; Castro, 2023). Os taninos alteram as propriedades
fisico-quimicas, como a fluicidades e a permeabilidade, além de aderir as proteinas da
membrana bacteriana causando sua inibicdo (Czerkas et al., 2024; Farha et al., 2020).

Em estudos de Zhang et al. (2023), os flavonoides atuam principalmente na membrana
celular das bactérias gram-positivas, danificando as bicamadas fosfolipidicas e inibindo a
cadeia respiratoria. A quercetina, age principalmente na sintese de acidos nucleicos e proténas
bacterianas, causam disfusdo mitocondrial, além da prevenir a formacéao de biofilmes (Nguyen;
Bhattacharya, 2022).

Os terpenos causam estresse oxidativo, que resulta no aumento da peroxidacdo lipidica
gue impacta na matriz polimérica extracelular e na formacéo de biofilme (Kumari et al., 2019).
Os esteroides sdo uma classes de compostos com capacidades de atuar principalmente contra
microrganimos patogénicos, através da interacdo com receptores especificos permitindo que
haja inibicdo do crescimento de bactérias e fungos (Merlani et al., 2023).

A eficacia dos metabolitos secundarios como agentes microbianos pode variar de acordo
com a espécie bacteriana, da concentracdo do composto presente no extrato e da presenca de
mecanismo de resisténcia no microrganismo.Vale ressaltar que agdo sinérgica dessas classes de

compostos amplia a eficacia antimicrobiana e reduz a resisténcia microbiana.

2.6. Atividade antimicrobiana de Azadirachta indica

Devido a crescente resisténcia aos antimicrobianos disponiveis no mercado e aos
desafios associados a producdo de novos antimicrobianos pela industria farmacéutica, aos altos
custos de pesquisa envolvidos, varios estudos tém se dedicado a investigacdo de plantas
medicinais com potencial atividade antimicrobiana. Essas pesquisas visam encontrar novas
alternativas terapéuticas (Durand et al., 2018; Souza Menezes et al., 2021; Singaravelu et al.,
2019).

As plantas medicinais, como possuem mais de um produto quimico como principio
ativo, tém diversas funces, incluindo a protecdo contra imunes por fungos, bactérias e virus,
bem como a resisténcia por insetos e outros animais (Khanal et al., 2021).

Diversos estudos tém relatado as propriedades antimicrobianas das diferentes partes do

Neem, incluindo folhas, casca e sementes (Bassey et al., 2016; Subhani et al., 2019; Handago
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et al., 2019). Estes relatos destacam a eficdcia do Neem contra uma variedade de
microrganismos patogénicos, incluindo bactérias, fungos e virus. Nos estudos de Jeba Malar et
al., (2019), os extratos metanolicos e aquosos do Neem, demonstraram alta atividade
antimicrobiana contra a superbactéria Klebsiella pneumoniae. Em estudos de Cristo et al.
(2016), os extratos demonstraram efeito sinérgico significativo em combinacdo com a
amicacina, e foram contra cepas multidrogarresistentes (MDR) de Pseudomonas aeruginosa.

Nos resultados obtidos por Oyelese et al. (2020) os Oleos essenciais das sementes
maduras e verdes apresentaram alta inibicdo contra Staphylococcus aureus em comparacao com
0 antibiotico sintético nitrofuraton. No entanto, enquanto os dleos essenciais das sementes
verdes demonstraram uma atividade antimicrobiana moderada a alta contra Pseudomonas
aeruginosa, os 0leos essenciais das sementes maduras ndo apresentaram a mesma eficacia.

As avaliacGes antimicrobianas de Galeane et al. (2017), os extratos das folhas obtidos
com acetato de etila e butanol foram eficazes contra Streptococcus mutans e Streptococcus
mitis. J& contra Enterococcus faecalis, o extrato hidroetanolico e a fracdo aquosa apresentaram
maior atividade de inibi¢cdo. Em estudos em testes in vitro dos extratos do Neem comparando
com a eficacia com hipoclorito de sodio ou clorexidina, ndo foi observada diferenca
estatisticamente significativa entre os mesmos contra a Enterococcus faecalis (Sinha et al.,
2017).

AvaliagOes de Hikaambo et al. (2022), utilizando diferentes concentragdes dos extratosde
folhas de Neem, observaram que a concentracdo inibitéria minima (CIM) variou conformeo tipo
de solvente utilizado para a extracdo. O extrato aquoso mostrou ser o mais eficaz contra
Escherichia coli, com uma CIM de 10 mg/mL. Por outro lado, o extrato etandlico apresentou
uma CIM de 20 mg/mL para a mesma bacteria.

Em outros estudos, os extratos frescos, aquosos e etandlicos das folhas e cascas
apresentaram eficacia apenas contra Staphylococcus aureus, ja para a bactéria Escherichia coli,
ndo apresentaram efeito inibitorio (Francine et al., 2015). Em contrapartida, extratos das folhas
apresentaram atividade antimicrobiana contra Escherichia coli, Enterococcus, Staphylococcus
aureus e Pseudomonas (Khan; Yagoob; Ahmad, 2021). Nas cepas da Salmonella enterica
sorovar Typhi, bactérias resistentes a antibidticos, os extratos das cascas também demonstraram
atividades inibitdrias, podendo ser desenvolvidas posteriormente para aplicacdo quimioterapica
(Mathew et al., 2017). Os extratos acetonicos, metanolicos e etandlico de folhas e cascas

possuem atividade significativa tanto antibacteriana quanto antiflngica contra as cepas



36

patogénicas de Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli, Aspergillus
niger, Aspergillus fumigatus e Candida albicans (Bassey et al.,2016).

Destacando o potencial antifungico dos extratos do Neem, pesquisas realizadas por Keta
et al. (2019) indicam que os extratos etanolicos sdo mais eficazes que 0s extrato aquosos no
controle de crescimento de Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Aspergillus nidulans e
Aspergillus fumigatus.

Compostos isolados das partes da planta, como o glicolipedo isolado das folhas,
possuem atividade antibacteriana contra Salmonella typhi, isolados de Shigella dysenteriae,
Scherichia coli e Vibrio cholerae, além de exibir atividade anti-herpetica contra o virus herpes
simplex (HSV) (Haritkar et al., 2014).

Os metabdlitos secundarios do Neem podem apresentar uma atividade antibacteriana
mais eficaz contra bactérias gram-positivas em comparacdo com as gram-negativas. Essa
diferenca esté relacionada com a estrutura da membrana externa das bactérias gram-negativas,
que possuem uma complexa rede de repulsdo. Essa membrana é rica em lipopolissacarideos
hidrofilicos, conferindo uma maior resisténcia a compostos hidrofébicos, como os terpenos
hidrofobicos e terpenos oxigenados presentes nos metabolitos do Neem (Maia, 2021; Okoh,
2019).

Ainda ndo ha estudos sobre a acdo antimicrobiana do Neem contra cepas de bactérias
contaminantes na fermentacdo etanolica. Durante esse processo, as indudstrias enfrentam
desafios devido a contaminacdo bacteriana, incluindo as cepas Lactobacillus fermentum e
Leuconostoc mesensteroides, que pode comprometer a qualidade do produto final. Portanto, o
Neem pode oferecer a perspectiva de reduzir ou eliminar esses contaminantes, melhorando a

eficiéncia e a qualidade do processo de fermentacéo etanolica.
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CAPITULO 3 — EXTRATOS DE Azadirachta indica CONTROLAM BACTERIAS
CONTAMINANTES DE PROCESSOS FERMENTATIVOS

Resumo

Considerando que o processo de fermentacdo alcoolica para producdo de etanol pode ser
comprometido por bactérias contaminantes gram-positivas; bem como as industrias utilizam
antibioticos sintéticos para controle desses microrganismos, buscam-se biocidas naturais para
serem utilizados nesse processo. Neste sentido, 0 Neem (Azadirachta indica), conhecido por
suas propriedades bioldgicas, surge como solugdo para controle dessas contaminacfes. Este
estudo visou avaliar a atividade antimicrobiana de extratos de folhas, cascas e sementes de
Neem, correlacionando-a a presenca de metabdlitos secundarios, determinando, assim, o
potencial biocida. Os extratos foram analisados fitoquimicamente por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD) e Espectroscopia na Regido do Infravermelho (FTIR), além da
quantificacdo de fendlicos totais, flavonoides totais e taninos totais. Paralelamente,
determinou-se a atividade antioxidante. A atividade antimicrobiana foi avaliada por testes de
difusdo em disco e determinagdo da Concentracao Inibitéria Minima, utilizando L. fermentum
e L. mesenteroides como modelos bacterianos. Os testes mostraram que extratos de folhas e
cascas de Neem inibiram o crescimento das bactérias sem afetar a levedura S. cerevisiae, com
eficacia a 50 mg mL e 30 mg/mL, respectivamente. A analise fitoquimica revelou
predominancia de flavonoides nas folhas e maior concentragéo de taninos nas cascas, ambos
reconhecidos por propriedades antimicrobianas. Os extratos também apresentaram altos teores
de compostos fendlicos, reforcando sua eficécia bacteriana, enquanto a atividade antioxidante
das cascas sugere um papel complementar na protecdo do extrato. O extrato de sementes nao
demonstrou atividade antimicrobiana. Conclui-se que os extratos de folhas e cascas de Neem
possuem potencial biocida para serem utilizados na fermentacgéo alcodlica.

Palavras chaves: Contaminantes; Fermentagdo alcodlica;Metabdlitos secundarios; Neem.
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Extracts of Azadirachta indica control Contaminant Bacteria in Fermentation Processes
Abstract

Considering that the alcoholic fermentation process for ethanol production can be
compromised by gram-positive contaminant bacteria, and industries often use synthetic
antibiotics to control these microorganisms, there is a search for natural biocides to be utilized
in this process. In this context, Neem (Azadirachta indica), known for its biological properties,
emerges as a solution for controlling these contaminations. This study aimed to evaluate the
antimicrobial activity of extracts from Neem leaves, bark, and seeds, correlating this activity
with the presence of secondary metabolites, thus determining the biocidal potential. The
extracts were phytochemically analyzed using Thin Layer Chromatography (TLC) and
Infrared Spectroscopy (FTIR), in addition to quantifying total phenolics, total flavonoids, and
total tannins. Concurrently, antioxidant activity was determined. Antimicrobial activity was
evaluated using disk diffusion tests and determination of Minimum Inhibitory Concentration
(MIC), utilizing L. fermentum and L. mesenteroides as bacterial models. The tests showed
that Neem leaf and bark extracts inhibited bacterial growth without affecting the yeast S.
cerevisiae, with efficacy at 50 mg/mL and 30 mg/mL, respectively. Phytochemical analysis
revealed a predominance of flavonoids in the leaves and higher tannin concentrations in the
bark, both recognized for their antimicrobial properties. The extracts also showed high levels
of phenolic compounds, reinforcing their bacterial efficacy, while the antioxidant activity of
the bark suggests a complementary role in the protection of the extract. The seed extract did
not demonstrate antimicrobial activity. It is concluded that Neem leaf and bark extracts have
biocidal potential for use in alcoholic fermentation.

Key-words: Contaminants; Alcoholic fermentation; Secondary metabolites; Neem.
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3.1. Introducéo

A fermentagdo etanolica é um processo biotecnolégico amplamente utilizado em muitos
paises para a producdo de bioprodutos de elevado valor agregado, como etanol combustivel e
bebidas alcodlicas fermentadas e/ou destiladas. Este processo, que se baseia na conversao de
acucares presentes na matéria-prima em etanol pela acdo da levedura Saccharomyces
cerevisiae, é considerado essencial para industrias que buscam sustentabilidade energética e
diversificacdo de produtos biotecnoldgicos (Oliveira, 2020).

Entre as matérias-primas mais empregadas na fermentacao etandlica, destaca-se o caldo
de cana-de-acucar, amplamente utilizado por industrias biotecnoldgicas em paises da América
Latina, Africa, Asia e Oceania. No entanto, as induUstrias que utilizam essa matéria-prima,
geralmente, realizam processos fermentativos em batelada alimentada com reciclo de células
de levedura, o que resulta em altos indices de contaminacGes por bactérias gram-positivas,
como a Lactobacillus fermentum e Leuconostoc mesenteroides. Essas chegam ao processo junto
com a cana, competem com a levedura por aglcares, e resultam na producdo de acido latico e
gomas, que comprometem a viabilidade da levedura, resultando em floculagdo do fermento e
queda na velocidade da fermentacdo (Brexd; Sant”Ana, 2017).

Neste contexto, se faz necessario o uso de antimicrobianos para reducao da populagédo
dessas bactérias nos reatores de fermentacdo. Entretanto, grande parte das industrias optam pelo
uso de antibioticos sintéticos, os quais apresentam grande eficacia de controle, tais como a
monensina sodica, penicilina, clorafenicol, tetraciclina, entre outros (Prado; Venturini-Filho,
2014). Deve-se destacar que esses produtos além de apresentarem custos elevados, podem
resultar em impactos ambientais significativos, como o agravamento da resisténcia de bactérias
a essas moléculas. O uso indiscriminado dessas substancias também pode causar efeitos
colaterais, como a inibicao parcial da levedura Saccharomyces cerevisiae (Oliveira, 2020).

A busca por alternativas naturais que oferecam controle eficaz das contaminagdes
bacterianas, com menor impacto ambiental, tornou-se um foco de interesse crescente para a
pesquisa cientifica e o setor industrial. Diversos estudos tém investigado o potencial de plantas
medicinais e seus extratos como solucdes vidveis para o controle microbioldgico. Entre 0s
exemplos mais promissores estdo o uso de propolis, jamboldo e lGpulo, cujas propriedades
antimicrobianas ja foram documentadas na literatura (Caetano; Madaleno, 2011).

Deve-se destacar ainda 0 Neem (Azadirachta indica), que é uma alternativa promissora,

devido a sua rica composi¢do de compostos bioativos, como azadiractina, nimbina, salanina e
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flavonoides, que conferem propriedades antimicrobianas, antifungicas e antioxidantes
(Nagano; Batalini, 2021). Além de sua utilizagdo tradicional como pesticida natural no manejo
de pragas agricolas, com baixa toxicidade para organismos nao-alvo (Ammara et al., 2023),
diferentes partes da planta tém demonstrado eficidcia no controle de microrganismos em
diferentes contextos industriais, incluindo bactérias resistentes a antibidticos, como
Staphylococcus aureus (Bassey et al., 2016) e Salmonella enterica (Mathew et al., 2017). No
campo industrial, seu uso em alimentos e cosméticos ja demonstrou resultados promissores na
inibicdo de patogenos, reforcando sua viabilidade como alternativa sustentavel (Bassey et al.,
2016; Dawkar et al., 2019).

Apesar dessas aplicagdes diversificadas, o uso do Neem no contexto da fermentagéo
etanolica permanece inexplorado, representando uma oportunidade significativa para inovacoes
no controle de contaminagfes bacterianas. Suas propriedades antimicrobianas podem ser
eficazes contra os contaminantes, ou mesmo estabilizar o meio fermentativo, reduzindo
subprodutos indesejados e otimizando o rendimento industrial. Assim, o Neem apresenta
potencial para integrar solucGes sustentaveis no setor biotecnologico, alinhado as tendéncias de
bioeconomia e eficiéncia ambiental.

Desta forma, 0 objetivo do trabalho foi preparar e caracterizar fitoquimicamente extratos
de casca, folhas e sementes de Neem, avaliando o potencial antimicrobiano e a concentragao
minima inibitdria ante as bactérias L. fermentum e L. mesenteroides. Além disso, também
avaliou-se a atividade antimicrobiana ante a levedura S. cerevisiae. Desta maneira, determinou-

se 0 potencial biocida deste produto.
3.2. Material e Métodos

3.2.1. Coleta do material vegetal e identificacdo botanica
As folhas, cascas do tronco e frutos foram coletadas da arvore Neem localizada em area
urbana no municipio de Frutal, Minas Gerais, Brasil, no ano de 2021. O material vegetal foi
identificado como Azadirachta indica A. Juss, por comparagcdo com material tombado no
Herbario/BHCB no Instituto de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Botanica da
Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).

3.2.2. Obtencao dos extratos vegetais
As amostras de folhas, cascas do tronco e frutos foram higienizados com &gua destilada
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e solucgéo de hipoclorito a 5%. Os frutos foram despolpados, retirando-se as sementes. A seguir,
0S materiais vegetais foram secos em estufa com ventilagdo forgada, mantida a temperatura de
45 °C, por um periodo entre 48 h (para folhas e cascas) e 72 h (para sementes). Posteriormente,
as amostras secas de folhas e cascas foram trituradas em moinho de facas (Willey SL-31), e as
sementes em mixer de alimentos, até que todos os materiais atingissem granolumetria de po.
Para as avaliacGes fitoquimicas, porc¢des trituradas de 30 g (folhas e cascas) e 20 g (sementes)
foram submetidas ao processo de extracdo por maceracdo com 300 mL e 200 mL de etanol P.A
respectivamente, por 48 horas. Os extratos etandlicos das folhas, cascas e sementes foram
denominados como FEt, CEt e SEt, respectivamente.

Para as analises antimicrobianas e a caracterizagcdo quimica por Espectroscopia na
Regido do Infravermelho (FTIR), foram utilizadas porc¢6es trituradas de 50 g de cada material
vegetal. Essas por¢des foram submetidas a extracdo por maceracdo com 500 mL de etanol P.A.
Ap0s 0 processo de maceragdo, os extratos alcodlicos foram filtrados e concentrados em um
evaporador rotativo até a completa eliminacdo do solvente. Em seguida, os extratos foram
congelados em ultrafreezer, liofilizados e armazenados em frascos protegidos da luz, sob

temperatura controlada de 5 °C.

3.2.3. Caracterizacao por Cromatografia em Camada delgada

A prospeccao fitoquimica foi realizada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
conforme metodologia descrita por Wagner e Bladt (1996). Foram utilizadas cromatoplacas
pré-fabricadas de silica gel F254 sobre suporte de aluminio (Merck) e uma cuba de saturacdo
com migracdo ascendente. As amostras dos extratos de folhas (FEt), cascas (CEt) e sementes
(SEt), solubilizadas em etanol, foram aplicadas nas placas de dimens@es 3,5 x 6 cm com o
auxilio de capilares de vidro. A revelacdo das placas foi realizada em uma camara equipada
com ldmpada de emisséo de radiagdo UV-A (365 nm) e UV-C (254 nm) (ALLCUV-001).

Para identificacdo de flavonoides, utilizou-se como eluente uma mistura de Butanol,
Agua destilada e Acido acético na proporcdo de 99:1:0,5 (v/v), com revelacio por NP
(Aminoetil difenilborinato) e PEG (Polietilenoglicol 4000), seguida de aguecimento. A
observagdo de bandas de coloragdo amarela indicou a presenca de heterosideos flavonicos
(Lucas Filho, 2009), enquanto a exposicdo a luz UV a 365 nm revelou fluorescéncia laranja e
amarelo esverdeado para flavonoides e fluorescéncia azulada para compostos fendélicos (Von
Zuben; De Souza, 2022).
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Para taninos e polifendis, empregou-se como eluente uma mistura de Acetato de Etila e
Metanol na proporgéo de 97:3 (v/v). A revelacéo foi realizada com uma mistura das solugdes
etanolicas de Cloreto Férrico 1% (m/v) e Ferrocianeto de Potassio 1% (m/v), na proporcao de
1:1 (v/v). O surgimento de coloragdes variando de castanho-avermelhado a azul indicou a
presenca dessa classe de compostos (Lucas Filho, 2009). Taninos hidrolisaveis e taninos
condensados foram analisados utilizando o mesmo eluente, com Cloreto Férrico 1% como
revelador, resultando em coloracdo negro-azulada e verde, respectivamente (Silva et al., 2004).

Para a andlise de terpenos, utilizou-se como eluente uma mistura de Hexano e Acetato
de etila na proporcdo de 80:20 (v/v). A revelagdo foi realizada com Anisaldeido sulfirico,
indicando a presenca de terpenos pela coloracdo roxa (Alexandre; Rocha, 2017), e com 0
reagente de Liebermann-Burchard, resultando em coloracdes azul-esverdeadas e fluorescéncias
do alaranjado ao vermelho sob luz UV a 365 nm e 254 nm, indicando a presenca de esteroides
(Sousa, 2020).

3.2.4. Caracterizacao por Espectroscopia ATR-FTIR
A andlise dos extratos foi realizada usando equipamento Espectémetro Infravermelho
por Transformada de Fourier (FTIR) da marca Agilent, modelo CARY 630, pelo método de
reflectancia total atenuada (ATR). Os espectros foram obtidos no modo de transmissao, na faixa

de 4000 a 600 cm™, com resoluc&o de 4 cm™ e 40 varreduras.

3.2.5. Quantificacdo de metabdlitos secundarios

3.2.5.1. Teor de compostos fendlicos totais

O teor de compostos fendlicos totais dos extratos foi determinado pelo método Folin
Ciocalteau, descrito por Reis et al. (2019). Em tubos de ensaio, foram adicionados aliquota de
0,1mL dos extratos, 7,9 mL de agua destilada e 0,5mL do reagente de Folin-Ciocalteu,
agitando-se a mistura. Transcorrido 5 minutos, adicionou-se 1,5mL de solu¢do de Carbonato
de Sddio a 20% (m/v), agitando-as por 15 s. As solugBes foram mantidas em repouso, a
temperatura ambiente por 40 minutos, na auséncia de luz. Logo em seguida, foi realizada a
leitura das solucbes em Espectrometro UV/VIS (Thermo Scientific Genesys 180) em
comprimento de onda de 765 nm. O teor de fendlicos totais foi calculado e expresso em mg/g
de equivalente de Acido galico, por meio de curva padrdo y = 0,0009x - 0,0735; R = 0,9922,

preparada em concentracGes entre 50 a 1000 mg.
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3.2.5.2. Teor de Flavonoides totais

Para a quantificacdo de flavonoides totais, adotou-se a metodologia descrita por Faria
(2021) com adaptacdes de volumes de amostra e solugcdes. Aliquota de 1,0 mL do extrato bruto
foi tranferido para um béquer de 25 mL, ao qual foram acrescidos de 0,6 mL de &cido acético
glacial, 10,0 mL da solucdo metandlica de piridina 20% e 2,5 mL do reagente Cloreto de
Aluminio (50,0 g/L), completando-se o volume com 10,9 mL de agua destilada. Apos 30
minutos em temperatura ambiente e ao abrigo da luz, as leituras foram realizadas em
Espectrometro UV/VIS (Thermo Scientific Genesys 180) em 420 nm. O teor de flavonoides 57
totais foi expresso em mg/g de equivalente de rutina, por meio de curva padréo y = 0,0274x -

0,0355; Rz =0,9983, preparada em concentracfes que variaram entre 5 a 30 p.

3.2.5.3. Teor de Taninos totais
O teor de taninos totais seguiu a metodologia de Mota (2023). O método determina a
realizacdo de dois procedimentos conjuntos para quantificacdo de taninos totais, sendo o
resultado obtido por diferenca entre a absorbancia do branco e da amostra tratada. Ambos
processos foram preparados em tubos falcon de 15 mL, no qual seguiram 0s quantitativos

estabelecidos na Tabela 1, para cada extrato.

Tabela 1 — Quantitativos de extrato e reagentes para determinacao de taninos totais.

Reagentes Amostra (uL) Branco (uL)
Extrato 150 150
Agua destilada 800 1050
Solucdo de metil-celulose 0,04% 250 0
Solucgéo de Sulfato de amonio saturada 750 750

Ap0s adicionado a mistura reacional, o tubo foi agitado e mantido em repouso por 20
minutos. Em seguida, foi centrifugado por 15 minutos a 17.000 rpm. A absorbancia foi medida
em Espectrometro UV/VIS (Thermo scientific genesys 180) em 280 nm, frente a uma cubeta
com 4gua destilada. Para construgdo da curva foi empregada (-)-epicatequina P.A, nas

concentracdes entre 10 e 100 mg/L. A absorbancia foi medida em comprimento de onda de 280
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nm, frente a uma cubeta com agua destilada. O teor de taninos totais foi expresso em mg/g
equivalente de epicatequina.

3.2.5.3. Avaliacdo antioxidante

A atividade antioxidante de radicais 2,2-difenil-1-picrilidrazila (DPPH) foi determinada
segundo a metodologia de Silva et al. (2019). A cada tubo foi adicionado: 0,1 mL de extrato e
2,9 mL da solucdo de DPPH, agintando-se por 10 s. As solucfes foram mantidas em repouso
por 25 min, na auséncia de luz. Em seguida, foi realizada a leitura em Espectrémetro UV/VIS
(Thermo scientific genesys 180) comprimento de onda de 515 nm. Solugdes metanolicas de
Trolox (&cido (z)-6-hidroxi-2,5,7,8-tetrametil-cromano-2-carboxilico) em concentracdes de 0,1
a 1 m/M foram utilizadas para a obtencédo da curva de calibracdo padréo (y =-0,4987x + 0,5991;
R2 = 0,9886), sendo a concentragdo de antioxidantes expressa em equivalente de Trolox (n
mol/L).

3.2.6. Atividade antimicrobiana pelo teste antibiograma

A atividade antimicrobiana foi avaliada utilizando o teste de difusdo em disco, conforme
Santos et al. (2022), com culturas puras de bactérias gram-positivas L. fermentum (CCT 0559)
e L. mesenteroides (CCT0605), além da levedura S. cerevisiae. (CAT-1). As culturas
liofilizadas foram obtidas de centros comerciais especializados.

Para preparar o inoculo da levedura, 1g de S. cerevisiae foi diluida em 10 mL de solucéo
de glicose 0,5% (m/v). As bactérias L. mesenteroides e L. fermentum também foram cultivadas
em placas de Petri com meio Muller-Hinton (pH 7-7,5) usando alga de Drygalski estéril.

Discos de papel filtro foram embebidos com 10 pL de cada extrato bruto na
concentracdo de 100 mg/mL e colocados na superficie do meio de cultura. Discos embebidos
com Dimetilsulfoxido (DMSO) serviram como controle negativo, enquanto discos contendo
ampicilina (1 mg/mL), actidiona (1 mg/mL) e propolis verde comercial Propomax® (100
mg/mL) foram usados como controles positivos.

As placas foram incubadas em B.O.D. (Biochemical Oxygen Demand) a 30 °C para L.
mesenteroides e S. cerevisiae, e a 35 °C para L. fermentum, por 24 horas. Os halos de inibi¢do
foram medidos e os resultados interpretados de acordo com CLSI (Clinical and Laboratory
Standards Institute, 2010). Microrganismos foram considerados resistentes se o diametro do

halo fosse inferior a 8 mm, intermediarios se entre 9 e 14 mm, e sensiveis se igual ou superior
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a 14 mm.

3.2.7. Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Inicialmente procedeu-se com o preparo dos antimicrobianos, sendo que 500 mg de
cada extrato seco foram diluidos em 1 mL de DMSO, ajustando-se as concentracdes para 10
mg/mL, 30 mg/mL, 50 mg/mL e 100 mg/mL, que foram usadas no teste.

Para o teste, adicionou-se 1 mL do meio de cultura MRS liquido (extrato de levedura
— 5¢/L; peptona — 10g/L; extrato de carne — 5¢/L; glicose — 20g/L; fosfato de hidrogénio
dipotassico — 2g/L; tween 80 — 1g/L; acetato de sddio — 5g/L; sulfato de magnésio — 0,05g/L.)
em tubos de ensaio, os quais foram posteriormente esterilizados em autoclave a 121 °C/15min.
Em seguida, foram adicionados 50 pL de cada cultura de microrganismo (10® Unidades
Formadoras de Coldnia (UFC) /mL). As amostras foram alocadas em shaker a 140rpm a 30
°C (L. mesenteroides) ou 35 °C (L. fermentum) por periodo de 2 horas. Na sequéncia, 0s
extratos foram incorporados nas concentracdes do teste e os tubos retornaram ao shaker.

Para avaliar o efeito bactericida dos antimicrobianos, realizou-se a quantificacdo da
populacdo de microrganismos logo apos a adicdo dos extratos, e apos 2 e 8 horas de agitacao.
Para isso, aliquotas dos tubos foram retiradas e adicionadas em placas de petri contendo o
meio MRS sélido (MRS liquido mais adicdo de agar — 15g/L). As placas foram incubadas em
B.O.D. a 30 °C (L. mesenteroides) ou 35 °C (L. fermentum) por 24 horas.

3.2.8. Analise estatistica
As quantificagdes e avaliagbes antimicrobianas foram realizadas em triplicata. Os
dados coletados foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) utilizando o teste F, e as
médias comparadas pelo teste de Tukey (5%). As analises estatisticas foram processadas por

meio dos softwares AgroEstat e Minitab (versao 17.1.0).

3.3. Resultados e Discussao

3.3.1. Caracterizacao fitoquimica
O primeiro passo foi avaliar qualitativamente os metabolitos presentes nos extratos
etanolicos de folhas (FEt), cascas (CEt) e sementes (SEt) de A. indica, indicando quais
compostos foram extraidos com a técnica de maceragdo. Para isso, utilizou-se a técnica da

triagem fitoquimica por CCD (figuras 1 e 2) e avaliacdo por ATR-FTIR (figura 3). Na
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sequéncia, os dados foram sintetizados e apresentados na tabela 1.

Os perfis cromatogréaficos em CCD revelaram a presencga de uma variedade de classes
de metabdlitos secundarios nos extratos FEt, CEt e SEt de Neem. Importante destacar que
foram observadas a presenca de terpenos nos extratos etanélicos de folhas (FEt), cascas (CEt)
e sementes (SEt), evidenciada pelas manchas roxas observadas (Figura 1A) (Alexandre;
Rocha, 2017). O teste de Liebermann-Burchard confirmou a presenca de esteroides e terpenos,
identificados por manchas azul-esverdeadas e amareladas, respectivamente. Além disso,
manchas avermelhadas especificas nas folhas reforcaram a presenca de esteroides nessa
matriz (Figura 1B). A analise sob luz UV revelou fluorescéncia azulada em todas as amostras,
corroborando a presenga de terpenos nos extratos de folhas, cascas e sementes (Figura 1C)
(Lucas Filho, 2009).

De forma complementar, a revelacdo cromatografica com NP+PEG sob aquecimento
(Figura 2A) e luz UV-365 nm (Figura 2B) indicou flavonoides e compostos fenolicos,
detectados por bandas amareladas e fluorescéncia (Von Zuben; De Souza, 2022). A presenca
de taninos foi identificada por manchas azuladas e, com solucdo de cloreto férrico a 1%,
manchas negro-azuladas e verdes evidenciaram taninos hidrolisaveis nas cascas e taninos
condensados no FEt (Figura 2D) (Silva et al, 2004).

FECOUICRONSEST PRt CEt  SEt

Figura 1 — Perfil cromatografico dos extratos FEt, CEt e SEt. Fase movel: Hexano/Acetato de
etila (80:20). Reveladores: (A) Anisaldeido sulfdrico e aquecimento, (B)
Liebermann-Burchard, (C) Liebermann-Burchard — sob luz UV 365 nm. Fonte: os
autores (2025).
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Figura 2 —Perfil cromatogréafico dos extratos FEt, CEt e SEt Fase mdvel para A e B:
Butanol/Agua/ Acido acético (99: 1:0,5, v/v). Reveladores: A. NP+PEG com
aquecimento — visivel; B. NP+PEG — UV 365 nm; Fase movel para (C e D:
Acetato de etila/Metanol (97:3). Reveladores: C. Soluc6es de Cloreto férrico 1%
(m/v) e Ferrocianeto de potéssio 1% (m/v), D. Solucdo Cloreto Férrico a 1%
(m/v). Fonte: os autores (2025).

As analises espectroscépicas por FTIR de FEt e CEt (Figura 3) revelaram bandas em
3395 ¢ 3283 cm™!, atribuidas as hidroxilas (-OH) associadas por liga¢6es de hidrogénio, com
bandas adicionais em 1233 e 1033 cm™ (FEt) e 1234 ¢ 1033 cm™! (CEt), indicando a presenca
de estruturas polihidroxiladas. Nos espectros, foi observada uma banda em 1455 cm™,
caracteristica do estiramento C=C de aneis aromaticos (Freire, 2020). No SEt (Figura 3), uma
banda fraca em 3383 cm™' indicou uma menor concentragdo de compostos hidroxilados,
corroborando os teores de fendlicos totais, flavonoides e taninos previamente identificados.

Adicionalmente, o espectro do CEt apresentou uma banda forte em 1580 cm™, tipica de
vibracdes de ligacdo C=C em anéis aromaticos ou de grupos carbonila (C=0) conjugados,
associadas a flavonoides e taninos (Silverstein et al., 2019). Esses achados corroboram o0s
resultados da CCD e da quantificacdo de taninos e flavonoides, confirmando a presenca dessas
classes no extrato.

Os espectros de FEt e SEt também exibiram sinais fracos em 3030 cm™, atribuidos ao
estiramento =C-H de compostos aromaticos, confirmados pelas bandas em 1455 e 1464 cm™,
relacionadas ao estiramento C=C do anel aromatico. Sinais em 2933, 2915, 2853, 2843, 1455 ¢
1454 cm™ indicaram grupos funcionais C-H do esqueleto hidrocarbdnico, sugerindo a presencga
de acidos graxos (Pavia et al., 2015). No CEt, sinais fracos em 2924 e 2842 cm™' apontaram
uma baixa concentragdao de compostos alifaticos. A absor¢ao em torno de 1740 cm™, associada

a carbonila (C=0), e as bandas em 1375 cm!, atribuidas a liga¢cdes C-O, confirmaram a
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presenca de ésteres nos extratos de FEt e CEt, possivelmente derivados de acidos graxos
saturados e insaturados, bem como estruturas triterpénicas.
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——SEt
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Figura 3 — Espectro ATR-FTIR de FEt, CEt e SEt. Fonte: os autores (2025).

Desta maneira, pode-se elaborar a tabela 2, que apresenta a sintese dos resultados
obtidos para a caracterizacdo dos compostos identificados por CCD e espectroscopia de
infravermelho.

Tabela 2 — Triagem fitoquimica dos extratos etanélicos de Neem por CCD em silica gel.

Metabolitos secundarios
Taninos Taninos
hidrolisavei condensado

Extrato Fendlico  Flavonoide Terpeno  Esteroide

S S S S S
S S

FEt + + + + + +

CEt + + + - + -

SEt + + + - + _

Legenda: + presenga; - auséncia. Fonte — 0s autores (2025).

Verificou-se que a presenga de compostos fendlicos, flavonoides, taninos hidrolisaveis
e terpenos para todas as matrizes do Neem estudadas. Esse resultado € interessante, pois nem
todos os trabalhos presentes na literatura conseguiram essa identificacdo. Galeane (2017), por
exemplo, ndo encontrou terpenos ou taninos em extratos hidroetandlicos das folhas da planta.
Ja Bappah et al. (2022) determinaram flavonoides e alcaloides em extratos alcodlicos de
folhas e cascas. Por sua vez, estudos de Adaramola et al. (2023), Nagano e Batalini (2021),

Abdulkadir et al. (2017) e Fernando e Dissanayake (2020), utilizando testes fitoquimicos por
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via imida, confirmaram a presenca de taninos, flavonoides e terpenos para todas as matrizes
da planta.

Esses resultados apontam para a ampla diversidade de compostos bioativos em A.
indica, com variacdes dependentes de fatores ambientais inerentes a matéria-prima, bem como

das técnicas fisico-quimicas empregadas para preparo do extrato.

Tabela 3 — Estatisticas descritivas da concentracdo dos compostos fendlicos totais, taninos
totais, flavonoides e atividade antioxidante de FEt, CEt e SEt do Neem.

Fendlicos Taninos Flavonoides Antioxidante
Amostras Totais Totais Totais
mg/g uM ET
FEt 0,88 + 0,108 0,19 + 0,028 0,16 + 0,00* 0,81 + 0,008
CEt 4,10+ 0,18 1,59 +0,30* 0,01 +0,00¢ 5,28 + 0,174
SEt 0,31 +0,02¢ 0,06 + 0,008 0,03 + 0,008 0,88+ 0,008

Letras diferentes na mesma coluna indicam médias significativamente diferentes pela aplicacdo do
teste de comparagdo maltipla de Tukey a P<0,05. Fonte- os autores (2025).

Foi observada uma variacgdo significativa nas concentracfes desses metabdlitos e na
atividade antioxidante entre as diferentes matrizes estudadas. Especificamente, o CEt
apresentou uma concentragdo significativamente mais alta de compostos fendlicos quando
comparado ao FEt, que por sua vez mostrou valores superiores ao SEt. Os dados sugerem uma
distribuicdo diferenciada de tais compostos nas matrizes vegetais analisadas, 0 que pode
influenciar diretamente suas propriedades e atividade antioxidante.

Na anélise de taninos totais, 0 CEt mostrou uma concentragdo superior em comparagao
aos outros extratos. Por outro lado, na avaliagdo de flavonoides, o FEt registrou a maior
concentracdo, seguida pelo SEt e, por fim, pelo CEt. De acordo com a literatura, taninos
identificados nas cascas incluem tipos como galo-catecol e acido tanico (Haroun; Ahmed,
2022). As folhas, por sua vez, apresentam uma diversidade de flavonoides incluindo
catequinas, flavonas, flavonoides, xantonas, além de taninos como as leucoantocianidinas
(Nagano; Batalini, 2021). As sementes contém compostos como quercetina, rutina e acido
tanico (Sharma et al., 2022).

No que se refere a atividade antioxidante, ndo houve diferenca significativa entre FEt
e SEt, diferenciando de forma significativa de CEt. A atividade antioxidante de CEt, pode
estar relacionada ao teor superior de compostos fenolicos em relacdo as outras matrizes.

Entretanto, as FEt e SEt apresentaram diferencas significativas no teor de fenolicos totais, mas
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ndo apresentaram diferencgas significas na atividade antioxidante. Assim, as presencas de
outros compostos, como os triterpenos e 4cidos graxos presentes nas sementes, podem ter
contribuido para sua atividade antioxidante (Atta et al., 2015).

Os resultados obtidos para compostos fenolicos corroboram com dados de Abdulkadir
etal. (2017), que encontraram concentragcdes mais altas nas cascas comparadas a outras partes
da planta. Para flavonoides, as folhas apresentaram a maior concentragéo, superando sementes
e cascas, como também encontrado por Fernando e Dissanayake (2020).

Airaodion et al. (2019) observaram maior concentracdo de taninos nas folhas de A.
indica em relacédo aos flavonoides, enquanto Adaramola et al. (2023) relataram o oposto para
as cascas. Essas variagOes sugerem que fatores ambientais, como ritmo circadiano,
temperatura, disponibilidade de &gua, radiacdo UV e nutrientes, influenciam a concentracao
de metabdlitos secundarios (Gobbo-Neto; Lopes, 2007). Além disso, solventes e métodos de

extragdo impactam distintamente os 6rgaos vegetais (Lezoul et al., 2020).

3.3.2. Avaliacdo antimicrobiana

Finalizada a caracterizacdo fitoquimica dos extratos, o proximo passo foi avaliar o
potencial antimicrobiano dos mesmos contra as bactérias contaminantes da fermentacéao
alcodlica. Para isso, realizou-se teste preliminar de antibiograma com discos de difusdo para
avaliar o potencial antimicrobiano dos extratos (Figura 4), seguido de concentracéo inibitéria
minima para 0s compostos que apresentaram acdo (Figuras 5 e 6).

Os halos de inibicao observados no teste de antibiograma (Figura 4) evidenciaram que
0s extratos FEt e CEt apresentarm atividade antimicrobiana superior & propolis contra L.
mesenteroides, entretanto inferior a ampicilina. No caso de L. fermentum, o FEt apresentou
atividade comparavel a da prépolis, enquanto o CEt ndo exibiu atividade significativa contra
essa bactéria. Com base na escala CLSI (2010), classificou-se L. mesenteroides como sensivel
ao FEt e ao CEt, enquanto o FEt mostrou-se um antimicrobiano intermediario para L.
fermentum. Importante destacar que o SEt ndo apresentou halo de inibicdo para nenhuma
bactéria estudada. Adicionalmente, ndo foram observados halos de inibicdo dos compostos
FEt, CEt e SEt para a S. cerevisiae (dados ndo apresentados).

Desta maneira, foi utilizado apenas os extratos FEt e CEt para avaliacdo da

concentracdo inibitoria minima.
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Figura 4 — Teste de antibiograma realizado com o ampicilina, Propolis e FEt e CEt. Letras nas
colunas diferem de acordo com o teste de Tukey (5%). Fonte: os autores (2025).

Os testes de Concentracao Inibitéria Minima (CIM) permitiram validar os resultados
do antibiograma, indicando interagdes significativas entre a dose dos extratos e o tempo de

exposicdo. Para L. mesenteroides (Figura 5A), o FEt demonstrou efeito bacteriostatico a 30

mg/mL e bactericida a partir de 50 mg/mL, com reducdo populacional significativa a partir de
2 horas. Em L. fermentum (Figura 5B), doses de 50 e 100 mg/mL resultaram em efeitos

bactericidas mais rapidos, enquanto doses menores (30 mg/mL) tiveram acéo bacteriostatica.
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Figura 5 — Interag&o entre doses e tempos para o controle minimo inibitdrio utilizando FEt e
0s microrganismos L. mesenteroides (A) e L. fermentum (B). Letras mailsculas
comparam doses. Letras minusculas comparam tempos. Fonte: os autores (2025).

O CEt mostrou alta eficacia contra L. mesenteroides, com doses de 30 mg/mL ou

superiores resultando em efeito bactericida em todos os tempos avaliados (Figura 6A). Para L.

fermentum, apenas doses de 50 mg/mL ou superiores exibiram efeitos bactericidas

consistentes (Figura 6B).

E importante notar que os resultados de CIM diferiram do
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antibiograma no caso de L. fermentum, evidenciando a importancia do tempo e concentracao

no desempenho antimicrobiano.
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Figura 6 — Interacdo entre doses e tempos para o controle minimo inibitorio utilizando CEt os
microrganismos L. mesenteroides (A) e L. fermentum (B). Letras maiusculas
comparam doses. Letras minUsculas comparam tempo. Fonte: 0s autores (2025).

Os resultados obtidos destacam a relagdo entre a composic¢ao quimica dos extratos de
A. indica e sua eficdcia antimicrobiana, com evidéncias de que 0s extratos etandlicos de folhas
(FEt) e cascas (CEt) apresentam atividade significativa contra L. mesenteroides, superando a
eficacia da propolis. Essa atividade pode ser atribuida a concentracdo de compostos fenélicos
e taninos presentes nos extratos, que desempenham papel fundamental na alteracdo da
funcionalidade da parede celular bacteriana (Prasad et al., 2023). Os compostos fenolicos
interagem com a parede celular, alterando sua permeabilidade e provocando falhas no controle
qguimiosmatico e na sintese de DNA, enguanto os taninos formam complexos com proteinas,
inibem enzimas essenciais e privam 0s microrganismos de nutrientes indispensaveis ao seu
crescimento (Prasad et al., 2023).

A auséncia de uma membrana externa em L. mesenteroides, caracteristica de bactérias
gram-positivas, facilita a interacdo dos compostos bioativos com a parede celular, aumentando
sua sensibilidade. Flavonoides, presentes no FEt, potencializam essa a¢do por meio da
inibicdo da sintese de acidos nucleicos e pela inducéo de alteracdes estruturais na membrana
celular (Francolini; Piozzi, 2020). Em contrapartida, L. fermentum apresentou maior
resisténcia, com apenas o FEt demonstrando uma atividade antimicrobiana comparavel a da
prépolis, enquanto o CEt e o extrato de sementes (SEt) ndo apresentaram resultados
significativos. Essa menor sensibilidade pode ser explicada por diferencas estruturais na
parede celular do L. fermentum, que modulam sua resisténcia a compostos fenolicos e

antioxidantes (Tasanarong et al., 2021).
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A composicdo quimica do SEt, composta predominantemente por terpenos e acidos
graxos, ajuda a explicar sua baixa eficicia antimicrobiana contra as bactérias avaliadas.
Enquanto esses compostos demonstram maior afinidade por bactérias gram-negativas, devido
a interacdo com a membrana externa, eles possuem eficacia reduzida contra bactérias gram-
positivas (Mahizan et al., 2019). A seletividade dos extratos também se mostrou evidente em
sua incapacidade de inibir S. cerevisiae, sugerindo um potencial uso em processos
fermentativos onde a preservacédo das leveduras € essencial. Essa especificidade € atribuida as
interacdes seletivas dos compostos bioativos com estruturas bacterianas, sem afetar a
integridade das celulas de levedura.

O desempenho superior dos extratos em comparacéo a propolis reforca o potencial do
Neem como fonte de compostos antimicrobianos naturais, especialmente em aplicacGes
voltadas ao controle de contaminacfes em processos fermentativos. Estudos prévios
corroboram esses resultados, como o de Algahtani (2020), que relatou halos de inibicdo
semelhantes aos obtidos com o extrato de folhas (FEt) contra Lactobacillus spp.. Adaramola
et al. (2023), por sua vez, destacaram a eficacia dos taninos presentes nas cascas da planta
contra Leuconostoc spp.. Além disso, flavonoides e compostos fendlicos extraidos do Neem
também foram associados a atividade antimicrobiana contra bactérias gram-positivas,
conforme relatado por Abdulkadir et al. (2017) e Prasad et al. (2023).

3.4. Conclusdo

O presente estudo evidencia a diversidade de compostos bioativos presentes nos extratos
etandlicos de A. indica e sua influéncia direta nas atividades antioxidantes e antimicrobianas.
A composicdo quimica diferenciada entre os extratos mostra-se determinante para suas
propriedades bioldgicas. O extrato das cascas apresenta maior teor de compostos fendlicos e
taninos, com atividade antioxidante superior e eficacia antimicrobiana contra L. mesenteroides,
com uma dosagem de 30 mg/mL.

O extrato das folhas é rico em flavonoides e compostos fenolicos, e apresenta eficacia
antimicrobiana contra L. fermentum e L. mesenteroides, com uma dosagem de 50 mg/mL
necessaria para o controle dessas bactérias.

O extrato de sementes de Neem € rico em &cido graxo e triterpendides, e ndo apresenta
acao antimicrobianas ante a L. fermentum e L. mesenteroides.

Os extratos de folhas, cascas e sementes ndo afetam a levedura S. Cerevisiae.
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Esses resultados ressaltam o potencial de A. indica como biocida natural, especialmente
0s extratos de cascas e folhas, que apresentam eficacia no controle seletivo de bactérias gram-
positivas, o que reforca sua viabilidade para uso em processos de fermentacédo etanolica. Assim,
a planta se mostra promissora para aplicacfes biotecnologicas e industriais, com destaque para
processos fermentativos, oferecendo uma solugcdo sustentavel e eficiente para o controle

microbiano.
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CAPITULO 4 - |INFLUENCIA DO FRACIONAMENTO NA EFIQACIA
ANTIMICROBIANA DOS EXTRATOS DE Azadirachta indica CONTRA BACTERIAS
CONTAMINANTES DA FERMENTACAO ETANOLICA

Resumo

Com a crescente preocupagdo com a contaminacgéo bacteriana na fermentacéo etandlica, busca-
se alternativas naturais para o controle de microrganismos indesejaveis, que competem com as
leveduras e comprometem a eficiéncia do processo fermentativo e a qualidade das bebidas. Este
estudo avaliou a atividade antimicrobiana dos extratos brutos e fracionados das folhas e cascas
de Azadirachta indica (Neem) contra Lactobacillus fermentum e Leuconostoc mesenteroides,
correlacionando os metabdlitos secundarios com a atividade observada. Os extratos foram
obtidos por maceracao e fracionados por extracdo liquido-liquido com solventes de polaridades
crescentes. A caracterizacao fitoquimica foi realizada por Cromatografia em Camada Delgada,
e a atividade antimicrobiana avaliada pela Concentracdo Inibitoria Minima (0,5 a 100 mg/mL).
Foram identificados terpenoides, esteroides, taninos, flavonoides e compostos fendlicos. O
extrato de casca inibiu ambas bactérias a partir de 0,5 mg/mL, sendo os taninos os principais
responsaveis pelo efeito contra L. fermentum. O extrato de folhas apresentou acdo com a fracéo
hexano contra L. mesenteroides com (0,5 mg/mL), enquanto o extrato bruto inibiu L. fermentum
com 1,0 mg/mL, possivelmente por efeito sinérgico entre os metabolitos presentes. Esses
resultados reforcam o potencial de A. indica como alternativa natural eficaz para o controle
microbiano na fermentacao etanolica, com aplicacdo na industria de bebidas fermentadas.

Palavras-chaves: Fitocompostos, Lactobacillus fermentum, Leuconostoc mesenteroides,

metabolitos secundarios.
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Influence of Fractionation on the Antimicrobial Efficacy of Azadirachta indica
Extracts Against Bacteria Contaminants in Ethanol Fermentation

Abstract

With the growing concern over bacterial contamination in ethanol fermentation, natural
alternatives are being sought for the control of undesirable microorganisms that compete with
yeasts and compromise the efficiency of the fermentation process and the quality of beverages.
This study evaluated the antimicrobial activity of crude and fractionated extracts from the
leaves and bark of Azadirachta indica (Neem) against Lactobacillus fermentum and
Leuconostoc mesenteroides, correlating secondary metabolites with the observed activity. The
extracts were obtained by maceration and fractionated by liquid-liquid extraction with solvents
of increasing polarities. Phytochemical characterization was performed through Thin-Layer
Chromatography, and antimicrobial activity was assessed by the Minimum Inhibitory
Concentration (0.5 to 100 mg/mL). Terpenoids, steroids, tannins, flavonoids, and phenolic
compounds were identified. The bark extract inhibited both bacteria starting at 0.5 mg/mL, with
tannins being the main agents against L. fermentum. The leaf extract showed action with the
hexane fraction against L. mesenteroides (0.5 mg/mL), while the crude extract inhibited L.
fermentum at 1.0 mg/mL, possibly due to a synergistic effect between the metabolites present.
These findings reinforce the potential of A. indica as an effective natural alternative for
microbial control in ethanol fermentation, with applications in the fermented beverage industry.

Keywords: Phytocompounds; Lactobacillus fermentum; Leuconostoc mesenteroides;

secondary metabolites.
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4.1. Introducao

A fermentacdo alcodlica é um processo biotecnolégico fundamental na produgdo de
biocombustiveis, bebidas alcodlicas e diversos produtos industriais. Nesse processo, a levedura
Saccharomyces cerevisiae converte 0s aglcares presentes no mosto em etanol e didxido de
carbono (Cruz 2019). Entretanto, a eficiéncia desse processo pode ser comprometida por
contaminagfes microbianas, especialmente por bactérias &cido-laticas dos géneros
Lactobacillus e Leuconostoc. Esses microrganismos competem com as leveduras por nutrientes
essenciais e produzem compostos indesejaveis, como acidos organicos e gomas, que reduzem
a viabilidade das leveduras e afetam diretamente o rendimento do processo (Messetti et al.,
2024).

Para controlar essas contaminagdes bacterianas, a industria tradicionalmente utiliza
antimicrobianos sintéticos, como penicilina, eritromicina e virginiamicina. No entanto, o uso
desses compostos apresenta desvantagens significativas, incluindo alto custo, risco de
desenvolvimento de resisténcia microbiana e a possibilidade de residuos no produto final
(Menezes et al., 2021). Diante disso, a busca por alternativas naturais tem se intensificado.
Produtos como propolis e lupulo tém demonstrado eficacia no controle microbiano durante a
fermentacdo alcodlica, oferecendo vantagens como a reducéo dos efeitos adversos associados
aos compostos sintéticos e minimizando o risco de resisténcia bacteriana (Caetano e Madaleno
2011; Viégas, 2011).

Nesse contexto, a exploracdo de extratos vegetais com propriedades antimicrobianas
(biocidas), surge como uma estratégia promissora. A planta Azadirachta indica A. Juss,
popularmente conhecida como Neem, destaca-se por sua composi¢cdo rica em limonoides,
terpenoides, flavonoides e taninos, classes de compostos que possuem diversificadas atividades
biologicas, como antimicrobianas, antioxidantes, antifungicas e anti-inflamatorias
comprovadas (Guedes et al., 2022; Mulyani et al., 2023; Rana et al., 2023). Embora essas
propriedades sejam amplamente reconhecidas, sua aplicacdo especifica no controle de
contaminantes durante a fermentacéo alcodlica ainda ndo é explorada.

Para aumentar a eficacia dos extratos vegetais, 0 uso de técnicas de fracionamento ou
semi-purificacdo sdo empregadas para o isolamento de compostos bioativos especificos. O
fracionamento explora as propriedades fisico-quimicas dos componentes presentes no extrato
bruto, como polaridade, solubilidade e peso molecular, promovendo a separacdo de moléculas

com maior potencial biologico (Sasidharan et al., 2011). Dentre as metodologias empregadas,
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a extracdo liquido-liquido destaca-se pela sua eficiéncia, sendo amplamente utilizada devido a
possibilidade de selegcdo criteriosa de solventes com polaridades variadas, como hexano,
diclorometano, acetato de etila e etanol, o que facilita a separacao seletiva dos compostos de
interesse (Soares et al., 2016; Wen et al., 2021). Essa estratégia permite a obtencao de fracdes
enriquecidas em compostos bioativos, otimizando a atividade antimicrobiana, uma vez que
diferentes classes de metabdlitos secundarios apresentam modos de a¢do especificos e variados
contra microrganismos (Cushnie; Lamb, 2011). No contexto da fermentacdo etandlica, o uso
de fracOes especificas pode ampliar a seletividade do tratamento antimicrobiano, favorecendo
a viabilidade do processo fermentativo.

O objetivo deste trabalho foi determinar a atividade antimicrobiana e a composicao
fitogquimica dos extratos brutos e fracionados das folhas e cascas do Neem (Azadirachta indica),
avaliando seu potencial contra as bactérias Lactobacillus fermentum e Leuconostoc
mesenteroides, contaminates da fermentacdo etandlica, e correlacionando as classes de

metabolitos secundarios identificadas com os resultados observados.

4.2. Material e Métodos

4.2.1. Coleta e preparacgdo de material vegetal
As folhas e cascas do tronco da &rvore Neem (Azadirachta indica A. Juss) foram coletadas em
area urbana do municipio de Frutal, Minas Gerais, Brasil, no més de agosto de 2024. A identificacdo do
material vegetal foi realizada por comparagdo com amostra depositada no Herbario/BHCB do Instituto
de Ciéncias Bioldgicas, Departamento de Botanica da Universidade Federal de Minas Gerais (UFMG).
O material coletado foi submetido a um processo de higienizacdo, seguido de secagem em estufa a 45
°C por 48 horas. Posteriormente, as amostras foram trituradas em moinho de facas (Willey SL-31) até

atingir a granulometria de pé e armazenadas protegidas da luz e umidade.

4.2.2. Obtencao dos extratos brutos e fracionados
Porcdes de 100 g das folhas e cascas secas e trituradas foram submetidas a maceracéao
dindmica com 400 mL de etanol absoluto P.A, por 48 horas (10 horas diarias) com temperatura
de 23°C, em incubadora Shaker. Em seguida, os extratos foram filtrados em papel qualitativo,
e o0 solvente evaporado até a secura sob presséo reduzida. Os residuos secos foram congelados
em ultrafreezer e liofilizados.

Para o fracionamento, os extratos secos foram solubilizados em 100 mL de agua
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destilada e submetidos a banho ultrassonico a 40°C, para completa solubilizagdo. Em seguida,
realizou-se o processo de particdo liquido-liquido, empregando solventes de polaridade
crescente (hexano, diclorometano e acetato de etila) em trés etapas consecutivas (3 x 100 mL)
(Abrantes, 2017). As fracdes obtidas foram concentradas sob presséo reduzida, congeladas em
ultrafreezer e liofilizadas. Os produtos finais foram armazenados ao abrigo da luz, sob
temperatura de 5 °C, até o momento das analises subsequentes.

Os extratos etanolicos das folhas e suas fracGes foram denominados: FEt (Folha extrato
etanolico bruto), FFH (Folha fracdo hexano), FFD (Folha fracdo diclorometano), FFA (Folha
fracdo acetato de etila) e FFAq (Folha fragdo aquosa). Para os extratos das cascas, as
denominacgdes adotadas foram: CEt (Casca extrato etandlico bruto), CFH (Casca fracdo
hexano), CFD (Casca fracdo diclorometano), CFA (Casca fracdo acetato de etila) e CFAQ
(Casca fracdo aquosa). Os extratos brutos e suas respectivas fracBes foram pesados para a

determinagédo do rendimento final, conforme descrito na Equagéo 1.
Equacéo 1:

Re= (Pext / Pmat) X 100
Sendo:
Re: rendimento do extrato (%);
Pext: massa do extrato seco (g)

Pmat: massado material vegetal seco (g).

4.2.3. Caracterizacdo por Cromatografia em Camada delgada

A prospeccao fitoquimica foi realizada por Cromatografia em Camada Delgada (CCD),
conforme metodologia descrita por Wagner e Bladt (1996). Foram utilizadas cromatoplacas
pré-fabricadas de silica gel F254 sobre suporte de aluminio (Merck) e uma cuba de saturacdo
com migracao ascendente.

Os extratos brutos e fracionados obtidos foram preparados na concentracdo de 50
mg/mL, utilizando os respectivos solventes empregados no processo de extracdo liquido-
liquido: hexano, diclorometano, acetato de etila e 4gua destilada. As solugdes resultantes foram
aplicadas em placas cromatograficas de dimensdes 3,5 x 6 cm?. A Tabela 1 apresenta 0s
metabolitos identificados, os sistemas de eluentes e os agentes reveladores utilizados na

identificacéo.
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Tabela 1 — Sistemas de Eluentes e Agentes Reveladores para Identificacdo de Metabolitos
Secundérios na Cromatografia em Camada Delgada dos Extratos Brutos e
Fracionados de Neem.

Metabdlitos Eluentes Reveladores Observacdes Metocjo o_Ie
(mL) Referéncia
hexano/acetato de . . - < Alexandre e
Terpenos etila (8:2) Anisaldeido sulfurico  Coloracao roxa Rocha (2017)
Coloragéo azul
esvergleafja, Lucas Filho
. hexano/acetato de . fluorescéncias do
Esteroides . ) Libermann- Burchard ; (2009)
etila (8:2) alaranjado ao
vermelho — luz Sousa (2020)
UV 365 nm
Taninos ) Coloragéo negro-
hidrolisaveis  acetato de etila o azuladas Silva et al.
—  /metanol (9,7:0,3) Cloreto férrico 1% 2004
Taninos x ( )
Coloragéo verde
condensados
Fluorescéncia
laranja (luz
Flavonoides o NP (Aminoetil visivel) amarelo Lage (2011)
cloroformiol gifenilborinato) + pEG ~ esverdeado (luz
metanol (9:1) (polietilenoglicol UV 365 nm)
4000) Fluorescéncia
Fenois azulada- luz UV  Ataides (2016)

365 nm

4.2.4. Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

As cepas Leuconostoc mesenteroides e Lactobacillus fermentum, obtidas de centros comerciais
especializados, foram cultivadas em caldo Brain Heart Infusion (BHI) a 32 °C e 35 °C, respectivamente,
até atingirem a concentragdo de 1 x 10° UFC/mL. Na sequéncia, essas foram distribuidas em microplacas
de 96 pocos estéril. Apds preparacdo das diluicdes, foram adicionados 5 L de suspensdo bacteriana a
cada poco, resultando em um volume final de 200 uL por cavidade (150 pL de BHI, 45 pL de extrato
ou fracdo, e 5 pL de in6culo microbiano). As placas foram incubadas por 24 horas, a 32 °C para L.
mesenteroides e a 35 °C para L. fermentum. Em seguida, absorbancia das amostras foram medidas a 700
nm em leitor de microplacas (Multiskan SkyHigh).

Ao processo, foram incluidos controles positivos (BHI e suspensdo bacteriana), controles
negativos (BHI e compostos testados sem bactérias) e controles de solvente (BHI, DMSO e suspensdo

bacteriana). A ampicilina (4 mg/mL) foi utilizada como antimicrobiano padréo para comparagao.
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O crescimento bacteriano foi indicado pela turvacdo do meio, enquanto a auséncia de alteracoes
visuais confirmou a inibi¢do do crescimento microbiano. A Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) foi
determinada como a menor concentracdo capaz de impedir o crescimento visivel das bactérias. Os
extratos foram testados nas concentracBes de 10, 30, 50 e 100 mg/mL. Para 0s extratos que
apresentaram atividade inibitoria na concentracao de 10 mg/mL, foram avaliadas concentracfes
inferiores (5, 3, 1 e 0,5 mg/mL).

4.2.5. Andlise estatistica
As avaliagOes antimicrobianas foram realizadas em triplicata. Os dados coletados foram
submetidos a andlise de variancia (ANOVA) utilizando o teste F, e as médias comparadas pelo
teste de Tukey (5%). As andlises estatisticas foram processadas por meio dos softwares
AgroEstat e Minitab (verséo 17.1.0).

4.3. Resultados

4.3.1. Rendimento dos extratos

A andlise dos rendimentos revelou que os extratos brutos das folhas (FEt, 4,59 g) e das
cascas (CEt; 4,70 g) do Neem, obtidos por maceracdo com etanol absoluto, tiveram eficiéncia
semelhante, sem diferencas significativas. Contudo, ao analisar as fragdes desses extratos,
notaram-se variag0es consideraveis nas massas obtidas, indicando diferencas na composicéao
quimica entre as matrizes.

As fracOes aquosas apresentaram 0 maior rendimento em massa entre os extratos
obtidos, evidenciando uma maior extracdo de compostos hidrofilicos. Nas folhas, a fracéo
FFAQ atingiu 46,88% (2,20 g), enquanto nas cascas, a CFAq alcangcou 79,20% (3,64 g). Em
contrapartida, as fracdes de menor rendimento foram observadas com o uso dos solventes: o
acetato de etila (FFA: 8,25%, 0,39 g) nas folhas, bem como diclorometano (CFD: 0,61%, 0,03
g) e hexano (CFH: 1,36%, 0,06 g) nas cascas.



Tabela 2 — Massa e Rendimentos dos Extratos Brutos e das Fragdes Obtidas das Folhas e

Cascas de Neem.

Extrato bruto e fracionamento das folhas

Extrato bruto e fracionamento das Cascas

Produtos | Massa (g) | Rendimento (%) | Produtos | Massa (g) | Rendimento (%)
FEt 4,70 100,00 CEt 4,59 100,00
FFH 1,21 25,70 CFH 0,06 1,36
FFD 0,72 15,36 CFD 0,03 0,61
FFA 0,39 8,25 CFA 0,46 9,97
FFAq 2,20 46,88 CFAq 3,64 79,20

Fonte: os autores (2025).
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4.3.2. Avaliacao fitoquimica por Cromatografia em Camada Delgada (CCD)

A anélise fitoquimica dos extratos revelou diferencas na composicdo terpénica nas

folhas e cascas do Neem. Extratos das folhas (FEt, FFH, FFD, FFA e FFAQ) apresentaram

sinais com intensa coloracdo roxa, caracteristica da presenca significativa de compostos

terpénicos (Figura 1A). Nas cascas, os extratos CEt, CFH, CFD e CFA exibiram coloragédo

semelhante, porém menos intensa, indicando uma menor concentracdo desses metabolitos. Ja

na fracdo aquosa das cascas (CFAQ), ndo foram observados sinais desses constituintes (Figura

1B).

As manchas amareladas, indicativas da presenca de terpenoides, foram observadas nos

extratos das cascas apos reacdo com a solucdo de Libermann-Burchard (Figura 2C). Sob luz

ultravioleta, esses extratos exibiram fluorescéncia caracteristica (Figura 2D), exceto o extrato

CFAQ, que ndo demonstrou a presenca desses compostos.
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Figura 1 — Identificacdo de terpenos por CCD: A) Extrato bruto (FEt) e fracionados das folhas
(FFH, FFD, FFA e FFAQ); B) Extrato bruto (CEt) e fracionado das cascas (CFH,
CFD, CFA e CFAQ). Fase movel: Hexano/acetato de etila (8:2); Reveladores:
Anisaldeido sulfarico e aquecimento. Fonte: os autores (2025).

A presenca de esteroides foi observada em FEt, FFH, FFD, FFA e FFAQ, por meio de
manchas azul-esverdeadas sob luz visivel (Figura 2A) e vermelhas sob luz UV a 365 nm (Figura
2B) (Sousa, 2020; Lucas Filho, 2009). Nos extratos das cascas e suas fragcdes ndo foram

identificados esteroides (Figuras 2C e 2D), indicando auséncia ou concentragdo muito baixa
desses metabolitos, ndo detectavel pela metodologia utilizada.

Figura 2 — Identificacdo de esteroides por CCD: A) e B) Extrato bruto (FEt) e fracionados das
folhas (FFH, FFD, FFA e FFAQ); C e D) Extrato bruto (CEt) e fracionado das cascas
(CFH, CFD, CFA e CFAQ). Fase movel: hexano/acetato de etila (8:2). Reveladores:
A) e C) Libermann-Burchard — luz Visivel; (B e D) Libermann-Burchard — luz UV
365 nm. Fonte: os autores (2025).
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Os resultados de taninos evidenciaram que o FEt, FFH, FFA, FFAq e CFH, CFD, CFA
apresentaram manchas de coloragéo verde, indicando a presenca de taninos condensados, bem
como a presenca de taninos hidrolisaveis em FEt, CEt, CFH, CFD, CFA e CFAq através da

presenca de manchas negro-azuladas (Figura 3) (Silva et al., 2004).

9 ?!3 ;

e

FEt FFH FFD FFA FFAq | CEt CFH CFD CFA CFAq

Figura 3 — Identificacdo de Taninos por CCD: A) Extrato bruto (FEt) e fracionados das folhas
(FFH, FFD, FFA e FFAQ); B) Extrato bruto (CEt) e fracionado das cascas (CFH,
CFD, CFA e CFAQ). Fase movel: Hexano/acetato de etila (8:2); Fase movel:
Acetato de etila/metanol (9,7:0,3). Revelador: Cloreto férrico 1%. Fonte: 0s autores
(2025).

Os flavonoides foram identificados em todas as amostras das folhas (FEt, FFH, FFD,
FDA e FFAQ) por meio da revelacdo de manchas amarelas visiveis (Figura 4A), e enquanto nas
cascas foi observada a pequena presenca na CFH e CFD desses compostos (Figura 4C). Além
disso, a fluorescéncia azulada observada nas amostras sob luz UV (Figura 4B e 4D), indicativa
de compostos fendlicos (Ataides, 2016; Kulasari et al., 2019), esteve presente tanto nas folhas

guanto nas cascas, com excec¢do das fracbes aquosas.
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Figura 4 — lIdentificacdo de Flavonoides e fendlicos por CCD: A) e B) Extrato bruto (FEt) e
fracionados das folhas (FFH, FFD, FFA e FFAQ). C) e D) Extrato bruto (CEt) e
fracionado das cascas (CFH, CFD, CFA e CFAQ). Fase movel:
cloroférmio/metanol (9:1), Reveladores: A) e C) : NP+Peg — luz visivel; B) e D):
NP+Peg — luz UV 365 nm. Fonte: os autores (2025).

4.3.3. Concentracdo Inibitoéria Minima (CIM)

Considerando as avaliacOes contra L.fermentum (Figura 5A), observou-se que o FEt
iniciou inibicdo na menor concentracédo testada (0,5 mg/mL), atingindo 100% de acéo a partir
de 1 mg/mL. A FFH e FFA somente apresentaram a¢do antimicrobiana a partir de 10 mg/mL,
Para FFA(Q a inibicdo de L.fermentum foi verificada a partir de 30 mg/mL, com potencial
maximo atingido aos 100 mg/mL.

Nas avaliacBes contra a bactéria L. mesenteroides (Figura 5B), o FEt apresentou 33% de
inibicdo na concentracdo de 10 mg/mL, alcancando 100% de inibicdo nas concentracdes
superiores. A FFH demonstrou alta eficécia, inibindo 90% do crescimento bacteriano na menor
dose testada e 100% nas concentrac6es superiores a 30 mg/mL. A fracdo FFD mostrou inibigéo
minima de 85% na dose de 5 mg/mL. A fracdo FFA atingiu 100% de inibicdo apenas a partir
de 50 mg/mL. A fracdo FFAQ apresentou atividade antimicrobiana completa (100%) ja na

concentracdo de 10 mg/mL.
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Figura 5 — Inibicdo do crescimento de L. fermentum (A) e L. mesenteroides (B) diferentes

concentragdes de FEt, FFH, FFD, FFA e FFAQ. Fonte: os autores (2025).

As avaliacdes de CEt e CFAQ contra L.fermentum, (Figura 6A) demonstraram inibicédo

de 100% em todas as concentracOes avaliadas, no entanto na fragdo CFA a agéo antimicrobiana

ocorreu a partir de 30 mg/mL. Contra L. mesenteroide somente CEt inibiu 100 % em todas as
doses testadas, a CFA inibiu 53 % em 50 mg/mL e 100 % na dose 100 mg/mL. A CFAq obteve

100% de inibicdo somente na concentracdo de 100 mg/mL (Figura 6B). Ressalta-se que as

fragdes CFH e CFD néo foram avaliadas devido a baixa massa de compostos obtidos, o que

inviabilizaram os testes.
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Figura 6 — Inibicdo do crescimento de L. Fermentum (A) e L. Mesenteroides (B) com diferentes
concentragOes de CEt, CFA e CFAQ. Fonte: os autores (2025).

4.4. Discussao
A correlacdo entre os compostos fitoquimicos identificados nos extratos brutos e

fracionados e a atividade antimicrobiana contra L. fermentum e L. mesenteroides revela a

influéncia da composicao quimica na atividade biologica (Tabela 3).
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Tabela 3 — Perfil Fitoquimico e Eficacia Antimicrobiana dos Extratos brutos e Fracionados
de folhas e cascas de A.indica frente a L. fermentum e L. mesenteroides

Extrato/Fracao|

Composic¢ao Fitoquimica
(CCD)

CIM CIM

L. fermentum L. mesenteroides

Terpenoides, Esteroides,

Flavonoides, Taninos

97% (0,5 mg/mL);  33% (10 mg/mL);

FH condensados e hidrolisaveis, 100% > 1 mg/mL  100% > 30 mg/mL
Compostos Fendlicos
Terpenoides, Esteroides, 42% (10 mg/mL): 90% (0,5mg/mL);
FFH Flavonoides e Taninos 100% > 30 mg/mL 100% > 30
condensados mg/mL)
Terpenos, Esteroides,
) _ 85% (5 mg/mL); 85% (5 mg/mL)
b :;Vd‘:]::lf: Taninos 100%> 50 mg/mL  100% > 50 mg/ml
Terpenoides, Esteroides, 85 (10 mg/mL
EEA Flavonoides, Taninos 91% (10 mg/mL); 100 % > 50 '
condensados e Compostos 100% >30 mg/mL —
Fendlicos
Terpenos, Esteroides,
FFAQ Flavonoides e Taninos 81(:/0 (30 mg/mL). 100% >10 mg/mL
condensados 100% > 100 mg/mL
Terpenos, Taninos 100% > 0.5
CEt hidrolisaveis e Compostos 100% > 0,5 mg/mL mgfmL
Fendlicos
Terpenoides, Flavonoides,
— Taninos Condensados e
hidrolisaveis, Compostos
Fendlicos
CFD* Terpenoides, Flavonoides,
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Taninos condensados e

Hidrolisaveis, Compostos

Fendlicos

Terpenoides, Taninos 53% (50 mg/mL)
CFA condensados e Hidrolisaveis, 100% > 30 mg/mL 100% > 100

Compostos Fendlicos mg/mL
CFAq Taninos hidrolisaveis 100% > 0,5 mg/mL 100%= 100

mg/mL

* Ndao foram analisados devido a quantidade insuficiente de amostra para os testes. Fonte: 0s
autores (2025).

Os terpenoides, amplamente distribuidos em FEt, FFH, FFA, FFD, CEt, CFH, CFD e
CFA, se destacaram pela sua acdo antimicrobiana. Em especial, FFH, FFA e CFH apresentaram
maior concentracdo desses compostos, sugerindo uma interacdo favoravel com membranas
bacterianas, promovendo sua desestabiliza¢do. Estudos prévios indicam que limonoides como
azadiractina, nimbina, nimbidina, nimbolida e gedunina s&o 0s principais responsaveis por essa
atividade (Kharwar et al., 2020). A afinidade desses compostos por solventes apolares, como
hexano e acetato de etila, reforca sua capacidade de interferéncia na integridade das células
bacterianas (Wojtunik-Kulesza, 2020).

A presenca de flavonoides em todas as fragBes/extrato bruto e compostos fendlicos no
extrato bruto (FEt) e na fragdo acetato e etila (FFA) de folhas reforca o potencial antibacteriano
dessas amostras. Flavonoides como rutina e quercetina ja foram descritos por sua acdo
antimicrobiana e antioxidante, atuando na inibicdo de enzimas essenciais ao metabolismo
bacteriano (Ataides, 2016; Kulasari et al., 2019). A extracdo eficiente desses compostos com
acetato de etila estd de acordo com estudos anteriores sobre seletividade de solventes na
obten¢édo de metabdlitos bioativos (Soares et al., 2016).

Os taninos, tanto condensados quanto hidrolisaveis, demonstraram impacto
significativo na atividade antimicrobiana observada. As fracGes FEt, FFH, FFD, FFA, FFAQ e
CFH, CFD, CFA foram ricas em taninos condensados, e em taninos hidrolisaveis FEt, CET,
CFH, CFD, CFA e CFAQ. Essa distincdo € relevante, pois 0s taninos possuem mecanismos

distintos de a¢do antimicrobiana: enquanto os condensados atuam na precipitacdo de proteinas
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da parede celular bacteriana, os hidrolisaveis interagem com enzimas metabdlicas, impedindo
o0 crescimento microbiano (Menezes et al., 2021). Além disso, a presenca de esteroides nos
extratos das folhas (FEt, FFH, FFD, FFA e FFAQ) pode ter potencializado a acdo dos outros
compostos devido a sua interagcdo com membranas lipidicas.

Os ensaios de CIM revelaram que tanto os extratos brutos quanto as fragOes
apresentaram atividade antimicrobiana significativa para ambos microrganismos. As fracGes
FEt e FFD exibiram efeito bactericida contra L. fermentum, nas dosagens mais baixas (1,0
mg/mL e 5 mg/mL, respectivamente), enquanto nas cascas, CEt e CFAQ demonstraram
atividade bactericida na concentracdo de 0,5 mg/mL, indicando que diferentes classes de
compostos identificados nas matrizes, como terpenoides, esteroides, flavonoides, taninos e
compostos fenolicos nas folhas e taninos nas cascas podem desempenhar papeis importantes na
acao na acdo antimicrobiana.

Para L. mesenteroides, os produtos FFH, FFD, FFA, FFAQ e CFA apresentaram efeito
bactericida nas menores dosagens, evidenciando que para o extrato das folhas as fracOes a partir
do hexano e acetato de etila, ricas em terpenoides, esteroides, flavonoides e taninos
condensados, contribuiram com maior efetividade na atividade antimicrobiana. Para as cascas
a fragdo CFA, foi a que apresentou efeito bactericida na maior dose avaliada (100 mg/mL),
entretanto a CEt apresentou atividade bactericida em todas as doses testadas, evidenciando que
outras classes de compostos, podem ter atuado na a¢ao, como terpenoides, flavonoides, taninos
e fendlicos, presentes no extrato bruto. Como as fragdes a partir de diclorometano e acetato de
etila ndo foram avaliadas separadamente, ndo foi possivel revelar qual a acdo efetiva desses
compostos na atividade antimicrobiana.

Observou-se que o0s taninos estdo presentes em todas as amostras, sendo eles
condensados ou hidrolisaveis. Entretanto, o extrato bruto e fracionado das cascas, apresentaram
um maior teor desses compostos, observados pela CCD. Maia (2021) relatou que o teor de
taninos na casca da A. indica é comparavel ao de espécies conhecidas por sua elevada producéo
desses compostos, como Mimosa tenuiflora, o que reforca seu potencial antimicrobiano. Esse
efeito foi corroborado por Singaravelu et al. (2019), que observaram atividade bactericida em
extratos das cascas do Neem contra bacteérias.

A resisténcia diferencial entre L. fermentum e L. mesenteroides pode ser atribuida as
suas diferencas estruturais. A bactéria L. fermentum, que apresenta uma parede celular menos

espessa e mais permeavel, foi mais suscetivel aos compostos bioativos, enquanto L.
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mesenteroides, com uma estrutura mais robusta, exigiu concentracfes mais elevadas para
inibicdo total (Freire et al., 2021). Esse fendmeno esté alinhado com a literatura, que destaca a
maior resisténcia das bactérias com paredes celulares espessas aos compostos antimicrobianos
naturais (Dimic, 2006).

Outro fator relevante para a acdo antimicrobiana dos extratos e fragdes avaliadas € a
possivel presenca de hidrocarbonetos bioativos no FEt e FFH. Estudos de Menezes et al. (2018)
demonstraram que o Oleo essencial das folhas de Neem contém 1,3-dimetilbenzeno e
etilbenzeno, compostos que apresentam acdo antimicrobiana ao interagir com a bicamada
lipidica das bactérias (Guedes et al., 2022). Esses componentes podem ter sido extraidos pelos
métodos empregados neste estudo, ja que o extrato bruto das folhas (FEt) e a fragdo hexanica
(FFH) apresentaram caracteristicas resinosas, indicando possivelmente a presenca dos
hidrocarbonetos determinado pelos autores.

Diante do exposto, a sinergia entre os metabdlitos secundarios evidencia a eficacia
antimicrobiana dos extratos e fragdes avaliados do Neem. Os terpenoides e esteroides, por sua
natureza lipofilica, podem promover a ruptura da membrana celular bacteriana, enquanto os
taninos, flavonoides e compostos fendlicos, aumentar a permeabilidade celular, causando
deformacdo, ruptura e vazamento citoplasmatico (Alvarez-Martinez et al., 2021; Mahizan et
al., 2019). Essa combinacdo de mecanismos sugerem a potencializacdo da acdo dos extratos,
justificando os percentuais de inibi¢do observados.

Os resultados reforcam o potencial do Neem como uma fonte valiosa de compostos
bioativos, com aplicacGes promissoras na industria de bebidas fermentadas/destiladas. Esses
produtos oferecem uma alternativa sustentavel aos antimicrobianos convencionais, reforcando
a importancia da escolha de solventes adequados para maximizar a extracdo e a eficacia dos
metabolitos desejados. A abordagem seletiva na extracdo pode contribuir significativamente

para o desenvolvimento de produtos mais eficazes e ambientalmente amigaveis.

4.5 Conclusao

O extrato de casca de Neem demonstra alta eficacia contra L. fermentum e L.
mesenteroides, com uma dose a partir de 0,5 mg/mL. Neste caso, o fracionamento ndo aumenta
eficacia do extrato, sendo os taninos a principal classe responsavel pelo efeito antimicrobiano.
O extrato de folhas de Neem apresenta uma agéo diferenciada para cada microrganismo. O

fracionamento com hexano, ao possibilitar a extracdo de compostos adicionais, como
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hidrocarbonetos, intensifica a atividade antimicrobiana contra L. mesenteroides, com uma dose
eficaz de 0,5 mg/mL. Em contrapartida, para L. fermentum, o extrato bruto demonstra inibigéo

completa a 1,0 mg/mL, possivelmente devido a sinergia entre os metabolitos presentes.
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CAPITULO 5 - EXTRATOS DE Azadirachta indica COMO AGENTE
ANTIMICROBIANO NO PROCESSO DE PRODUCAO DE ETANOL

Resumo

O etanol é um biocombustivel renovavel obtido pela fermentacéo de solucbes agucaradas, com
a cana-de-acucar sendo a principal matéria-prima na América Latina e Asia. A levedura
Saccharomyces cerevisiae é a principal responsavel pela fermentacdo, mas sua viabilidade é
afetada por fatores ambientais e contaminantes, como bactérias laticas. Para mitigar
contaminag0es, indastrias utilizam antimicrobianos sintéticos, que podem causar resisténcia
bacteriana e impactos ambientais. Alternativas naturais, como 0s extratos vegetais, tém
propriedades antimicrobianas eficazes sem induzir resisténcia. O presente estudo avaliou a agéo
antimicrobiana de extratos de Azadirachta indica na fermentacao alcoolica por nove ciclos,
comparando-0s com o controle sem antimicrobianos. O caldo de cana foi preparado, fermentado
com Saccharomyces cerevisiae CAT-1 em Erlenmeyer, e monitorado o Brix. A levedura foi
tratada com solucdo salina/antimicrobiano, o vinho analisado, e as bactérias contaminantes
foram quantificadas. Os dados foram analisados estatisticamente.Os resultados indicaram que
a viabilidade celular foi superior a 89% em todos os tratamentos.A aplica¢io de antimicrobianos
e os ciclos fermentativos influenciaram o indice de brotamentos e a viabilidade de brotos. O
extrato de casca de Neem promoveu maior crescimento das leveduras e controle de bactérias
contaminantes, enquanto as folhas resultaram em menores sobras de acgUcar. O teor de glicerol
diminuiu em todos os tratamentos, e o teor de etanol aumentou com os extratos de Neem.
Conclui-se que o uso do extrato de casca de Neem na fermentacédo etandlica controla bactérias
contaminantes ao longo dos ciclos de fermentacdo, bem como é promotor de crescimento da
levedura e aumenta a producao de etanol por esse microrganismo.

Palavras-chaves: Bactérias contaminantes; Fermentacdo; Levedura; Saccharomyces
cerevisiae.
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Extracts of Azadirachta indica as an Antimicrobial Agent in the Ethanol Production
Process

Abstract

Ethanol is a renewable biofuel obtained by the fermentation of sugar solutions, with sugarcane
being the main raw material in Latin America and Asia. The yeast Saccharomyces cerevisiae
is the main yeast responsible for fermentation, but its viability is affected by environmental
factors and contaminants, such as lactic acid bacteria. To mitigate contamination, industries use
synthetic antimicrobials, which can cause bacterial resistance and environmental impacts.
Natural alternatives, such as plant extracts, have effective antimicrobial properties without
inducing resistance. The study evaluated the antimicrobial action of Azadirachta indica extracts
in alcoholic fermentation for nine cycles, comparing them with the control without
antimicrobials. Sugarcane juice was prepared, fermented with Saccharomyces cerevisiae CAT-
1 in Erlenmeyer flasks, and Brix was monitored. The yeast was treated with saline/antimicrobial
solution, the wine was analyzed, and the contaminating bacteria were quantified. The data were
analyzed statistically. The results indicated that cell viability was higher than 89% in all
treatments. The application of antimicrobials and the fermentation cycles influenced the
sprouting index and shoot viability. Neem bark extract promoted greater yeast growth and
control of contaminating bacteria, while the leaves resulted in lower sugar residues. The
glycerol content decreased in all treatments, and the ethanol content increased with Neem
extracts. It is concluded that the use of Neem bark extract in ethanolic fermentation controls
contaminating bacteria throughout the fermentation cycles, as well as promoting yeast growth
and increasing ethanol production by this microorganism.

Keywords: Contaminant bacteria; fermentation; yeast; Saccharomyces cerevisiae;
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5.1. Introdugéo

O etanol é um biocombustivel derivado da fermentacdo alcoodlica, considerado
mundialmente como uma fonte renovavel, que contribui para a reducdo das emissdes de gases
do efeito estufa, ajudando a atingir metas ambientais e promovendo a sustentabilidade (Liu et
al., 2023).

A obtencdo de etanol ocorre a partir da fermentacdo de solugbes acucaradas
(mosto/substrato), sendo a cana-de-agUcar a principal matéria-prima utilizada em paises da
América Latina e da Asia. A Saccharomyces cerevisiae é considerada a principal levedura
responsavel pela fermentacdo alcodlica industrial, devido sua elevada capacidade fermentativa,
parametros fisioldgicos e tolerancia a altas concentragfes de etanol (Cruz, 2019; Parapouli et
al., 2020). Contudo, sua viabilidade sofre influéncia direta de fatores ambientais, incluindo
disponibilidade de nutrientes, mudancas de temperatura, pressdo osmotica e a presenca de
microrganismos contaminantes (Chen et al., 2022).

Os microrganismos contaminantes, como as bactérias laticas, sdo 0s principais
interferentes do processo de fermentacdo alcodlica em industrias que utilizam a cana-de-agtcar
como matéria-prima. 1sso ocorre, pois, essas industrias realizam processo de fermentacdo por
batelada, com reciclo das células da levedura, sem que ocorra a esterilizacdo do substrato;
favorecendo que microrganismos contaminantes se alojem no processo do inicio ao final da
safra. Neste contexto, as bactérias consomem os acgucares disponiveis do meio e produzem
metabdlitos (gomas e &cidos organicos) que impactam negativamente a levedura, podendo
resultar em floculacdo e morte celular das mesmas (Lopes et al., 2016).

A fim de mitigar as contaminacbes na fermentacdo alcoolica, as
indUstrias sucroalcooleira  utilizam  antimicrobianos  sintéticos comoa  penicilina,
virginiamicina e monensina soédica (Ceccato-Antonini, 2018). Entretanto, o uso continuo
favorece a resisténcia bacteriana, inviabiliza o controle biol6gico a longo prazo e gera impactos
ambientais adversos. Por isso, alternativas naturais tem sido utlizadas na fermentacdo etanolica
como agentes antimicrobianos (Viégas, 2011; Oliveira filho, 2011; Caetano; Madaleno, 2011).

Os extratos vegetais sdo ricos em compostos bioativos, cujas propriedades
antimicrobianas ndo induzem a resisténcia bacteriana (Alvarez-Martinez et al., 2021). Dentre
0s compostos de origem vegetal, os derivados de Azadirachta indica apresentam relevancia
crescente devido & presenca de limonoides, flavonoides e compostos fendlicos, que sdo capazes

de inibir o crescimento por meio de multiplos mecanimos de acdo (Mulyani; Sinaga;
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Supratman, 2023; Ninkuu et al., 2021). Além do controle de contaminantes, é importante
avaliar a acdo desses compostos sobre a levedura. A presenca dos extratos no meio fermentativo
pode influnciar na viabilidade através de interferéncias nos processos metabolicos ou causando
estimulos que auxiliam a mesma na producéo de etanol.

Diante do exposto, 0 presente trabalho tem como objetivo avaliar a atividade
antimicrobiana dos extratos etanolicos de folhas e cascas de Azadirachta indica no processo de

fermentacdo alcoolica, ao longo de 9 ciclos fermentativos consecutivos.

5.2. Material e métodos

O experimento foi realizado no ano de 2024 no Laboratério de Produtos Naturais e
Sintese Organica, e no Laboratério de Sucroenergia da Universidade do Estado de Minas Gerais
— Unidade Frutal, Brasil.

O delineamento experimental foi em parcelas subdivididas, com 3 repeticdes. Os
tratamentos principais foram constituidos por 3 antimicrobianos: Testemunha (sem adi¢cdo de
antimicrobiano), Extrato de Folhas de Neem e Extrato de Cascas de Neem. Os tratamentos

secundarios foram compostos por 9 ciclos consecutivos de fermentacéo.

5.2.1. Preparo dos extratos de Neem (antimicrobianos)

As folhas e cascas de Neem (figura 1) foram coletadas no ano de 2024, no municipio de
Frutal, Minas Gerais Brasil (figura 2). Apos a coleta as amostras foram encaminhadas para o
Laboratorio de Produtos Naturais e Sintese Organica da UEMG- Frutal, onde foram
higienizadas com &gua destilada e solucdo de hipoclorito de sédio a 5%. Em seguida, 0s
materiais vegetais foram secos em estufa com ventilagdo forcada, mantidos a 45 °C, por um
periodo de 48 h. Apos a secagem, as amostras de folhas e cascas foram trituradas em moinho
de facas (Willey SL-31). Posteriormente, 100 g das amostras trituradas foram submetidas ao
processo de maceragao com 400 mL de etanol P.A por 48 h. Os extratos obtidos foram filtrados,
concentrados em evaporador rotativo, em seguida, congelados por 24 h e liofilizados. Em
seguida foram preparadas solugdes com DMSO de 30 mg/mL para as cascas e 50 mg/mg para

as folhas para serem utilizadas como antimicrobianos na fermentacédo alcoolica.

5.2.2. Preparo e caracterizacao do substrato para fermentacao

Para obtencédo de caldo, foram coletadas manualmente colmos de cana-de-agUcar sem
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queima prévia da palha, estando seu periodo Util de industrializagdo. Na sequéncia, as amostras
foram encaminhadas ao Laboratério de Sucroenergia da UEMG- Frutal. Os colmos foram
submetidos a processo de extracdo utilizando moenda elétrica de trés cilindros de acido
inoxidavel, sendo posteriormente peneirado e filtrado em tecido de algodao. O teor de solidos
soltveis (°Brix) foi ajustado para 16% com &gua destilada, sendo a medicdo realizada com
refratdbmetro digital, originando o substrato.

O caldo extraido e o substrato foram caracterizados quanto ao teor de Brix, pH (CTC,
2005), teor de carboidratos (glicose, frutose e sacarose) e acidos organicos totais. Para
determinacdo do teor de carboidratos, utilizou-se o Cromatégrafo Shimadzu LC-2030C LT Plus
acoplado com coluna CarboSep Coregel 87MM, 200mm (CETEC, 2023). Para determinacao
dos &cidos organicos, utilizou-se o0 Cromatdégrafo Shimadzu LC-2030C LT Plus acoplado com
coluna (CETEC, 2023).

5.2.3. Fermentacao

5.2.3.1. Ativagdo da Levedura

Para a fermentacdo do mosto, utilizou-se a leveduras industrial comercial CAT-1. A
mesma foi obtida de centros comerciais especializados em sua forma liofilizada.
Primeiramente, para ativacdo deste microrganismo, pesou-se 22,5g da levedura, a qual foi
transferida para 1 L de caldo de cana-de-aglcar a 6% de Brix. Quando o teor de sélidos soltveis
foi menor ou igual a 1%, o microrganismo foi recuperado por centrifugacdo e suspendido em
100 mL de solucdo salina (NaCl 0,75%). Na sequéncia, foi avaliado a viabilidade celular por
microscopia (CTC, 2005). O processo de ativacdo foi repetido até que a viabilidade fosse

superior a 90%.

5.2.3.2. Fermentacao
As leveduras foram suspendidas no substrato preparado a partir de caldo de cana-de-
acucar (5.2.2), na proporcao de 7,5g do microrganismo para 250 mL de mosto. As fermentacdes
foram realizadas em Erlenmeyer de vidro de 500 mL, os quais foram dispostos em Shaker
refrigerado a 140 rpm e 32 °C.
Inicialmente, adicionavam-se 7,59 da levedura em 50 mL do substrato, o qual
permanecia no shaker por 1 hora. Na sequéncia, adicionavam-se mais 200 mL do substrato. A

cada 4 horas da segunda alimentacao, monitorava-se o0 Brix até que esse fosse igual ou inferior
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a 1%. O material fermentado foi entdo centrifugado para recuperagéo da levedura e do vinho.
A levedura foi tratada com solugdo salina/antimicrobiano, e o vinho foi acondicionado em
recipientes de polietileno e armazenados em temperatura de 8 °C para posterior caracterizacao.
O processo foi repetido por 9 ciclos consecutivos, utilizando sempre a mesma levedura.

Destaca-se que ao final dos ciclos 1, 3, 5, 6, e 8, a levedura, apds a centrifugacéo, foi
pesada para quantificacdo do crescimento celular, e por altimo, suspendida em 25 mL de
solucdo salina, onde permaneceu por 60 minutos antes de iniciar novo ciclo fermentativo.

Nos ciclos 2, 4 e 7, além da solucéo salina, foram adicionados os extratos de folhas e
cascas de Neem nas doses de 50 mg/L e 30 mg/L respectivamente (dose obtida em ensaios
preliminares — dados ndo apresentados). Apés aplicacdo dos extratos, a levedura também

permanecia em contato com a solucdo por 60 minutos antes de iniciar nova fermentacao.

5.2.4. Avaliagdes do processo fermentativo

5.2.4.1. Leveduras durante a fermentacao

Durante o processo fermentativa a levedura foi caracterizada quanto a viabilidade
celular (Figura 1), indice de brotamentos e viabilidade de brotos pela coloragdo das células pela
solucdo de ringer a pela contagem das células viaveis e ndo viaveis presentes em 50 reticulos
da camara de Newbauer espelhada, com o auxilio de microscopia ética, em microscopio
(Panthera C2 Motic) em aumento de 100x, de acordo com a metodologia de (CTC, 2005). Essas
avaliacdes ocorreram em todos os ciclos no inéculo (suspensdo de levedura e solucédo
salina/antimicrobiano antes da adicdo de substrato), inicio (60 minutos ap0s a segunda

alimentacéo de caldo) e final da fermentacdo (quando o Brix foi menor ou inferior a 1%).

- 8

. u =~/ cimara de Neubauer
Amostra Agua salina solugio de
0,75% ringer

Viabilidade celular

Figua 1 — Representagdo esquematica da analise da viabilidade celular das células da levedura.
Fonte: os autores (2025).
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Também foi realizada a taxa de crescimento da levedura a partir da pesagem ao final de
cada ciclo fermentativo, apos realizacdo do processo de centrifugacdo (Figura 2). Os dados

foram expressos em porcentagem (%).

Centriifugacio

\
Recuperagiio da levedura \/ |
= /]
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Q0 y
§i7

Amostras

Pesagem

Figua 2 — Processo de pesagem da levedura apos a centrifugacéo.
Fonte: os autores (2025).

5.2.4.2. Metabdlitos da levedura presentes no vinho
O vinho final de cada ciclo foi submetido a analise cromatografica para determinacao
de glicose, sacarose, frutose, glicerol e teor alcodlico; utilizando o Cromatdgrafo Shimadzu
LC-2030C LT Plus acoplado com coluna CarboSep Coregel 87MM, 200mm (CETEC, 2023).

5.2.4.3. Rendimentos de processo
Com base nos acgucares totais presentes no substrato e no teor alcodlico produzido pela
levedura, calculou-se o rendimento fermentativo, utilizando metodologia descrita por
Fernandes (2003).

5.2.4.4. Bactérias contaminantes
Nos ciclos 3, 5 e 8 foram quantificadas as bactérias laticas presentes no inéculo antes
da adicéo de substrato, por meio do método de plaqueamento em superficie. Para isso, utilizou-
se 0 meio de cultura MRS" (10g Peptona, 10g de Extrato de Carne, 5g Extrato de Levedura,
20g de Glicose, 1g Tween 80, 2g de Citrato de amdnio, 5g de Acetato de sodio, 0,1g de Sulfato
de Magnésio, 0,059 de Sulfato de Manganés, 2g de Fosfato Dissodico, 15g de Agar, 1L de 4gua
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destilada; pH 6,5; Cicloheximida 100 mg/L) vertido em placa de petri 90x15mm. Utilizou-se o
método de diluicio seriada para semeadura de 100 pL de suspenséo diluida em 108, as quais
foram espalhados com alca de drigalski. As placas foram incubadas em BOD a 30 °C por 24

horas para crescimento e posterior a contagem das colonias.

5.2.5. Analise dos dados

Os resultados foram submetidos a andlise de varidncia pelo teste F, e as médias
comparadas segundo o teste de Tukey (5%) utilizando o programa Agroestat (Barbosa;
Maldonado, 2017).

5.3. Resultados

5.3.1. Caracterizacédo do Substrato
Na tabela 1 estéo apresentados os dados obtidos para Glicose, Frutose, Sacarose e Brix
do caldo e do mosto utilizados nos ensaios. Verificou-se que embora a matéria-prima
apresentava valores variaveis de acordo com o dia do experimento, a padronizacdo o mosto, o
qual foi corrigido a Brix 16%, possibilitou que o substrato disponibilizado para a levedura

apresentava quantidade similar de actcar em todos os ciclos fermentativos.

Tabela 1 — Valores obtidos para Glicose, Frutose, Sacarose e Brix do Caldo e do Mosto
utilizados no ensaio.

Caldo Mosto
Ciclo |Glicose Frutose Sacarose Brix Glicose Frutose Sacarose Brix
% %
1 (0,52 0,65 19,86 20,0 0,45 0,59 14,90 16,3
2 1021 0,31 18,44 18,3 0,00 0,01 15,50 16,0
3 10,16 0,47 17,73 22,3 0,09 0,29 13,66 16,0
4 10,27 0,28 16,13 23,0 0,09 0,09 15,09 15,9
5 10,07 0,25 19,66 19,0 0,05 0,23 15,00 16,0
6 10,03 0,35 19,83 20,8 0,00 0,45 15,80 16,2
7 10,33 0,43 16,55 23,0 0,36 0,45 15,50 16,4
8 10,57 0,64 16,73 22,0 0,47 0,61 14,08 15,9
9 10,66 0,73 12,53 20,1 0,81 0,92 14,00 16,1

5.3.2. Levedura na fermentacgao
Na Tabela 2 estdo apresentados os dados obtidos para viabilidade celular, indice de

brotamentos e viabilidade de brotos da levedura no indculo, inicio e final do processo
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Tabela 2 — Valores médios obtidos para viabilidade celular (VC), indice de brotamentos (BR)
e viabilidade de brotos (VB) da levedura no indculo, inicio e final do processo
fermentativo de 9 ciclos consecutivos, contendo tratamentos com antimicrobiano.

Indéculo Inicio Final
vc | BR | VB ve | BR | B vec | BR | VB
%

0.60n

Ant 0,31ns 1,88ns 11,48** 5,41ns 1,20ns 0,31ns 0,45ns 3,46ns s
Test | 929A | 209A | 955A | 892B | 3835A | 947A | 927A | 295A 9i5
Folha | 943A | 180A | 905A | 944A | 3364A | 941A | 950A | 266A 9%3
Casca | 940A | 199A | 7898 | 925AB | 4065A | 975A | 938A | 34.2A 928
DMS | 57 46 109 49 141 142 73 88 | 162
cV 737 | 2815 | 1481 | 638 | 4512 | 1785 | 933 | 3530 | 2077

* * *

Ci | 7530 | BT | qg5ee | 2130 gpgzer | yons | 127ms | 40207 | L3N
1 800C | 212BC | 982A | 888B | 750A | 994A | 958A | 661A | 100A
2 | 898BC | 503A | 962A | 884B | 625AB | 961A | 897A | 438B 922
3 972A | 271B | 994A | 695C | 382CD | 865A | 942A | 334BC 9%1
4 973A | 205BC | 963A | 97.4A | 230DE | 100A | 96.1A | 302CD | 945a
5 893C | 191C | 863A | 91988 | 488BC | 981A | 931A | 34.1BC 9%3
6 | 931abc| 17.9C | 948A | 987A | 307DE | 974A | 922a |247cD 922
7 985A | 40D | 500B | 993A | 260DE | 100A | 958A | 18,3DE 812
8 |940abc| 98D | 969A | 977A | 163E 100A | 913A | 86E 727
9 95'4CAB 65D | 768A | 964AB| 170E | 817A | 962A | 117E 926
DMS | 6.1 6.9 26.2 8.2 167 243 73 126 | 263
CV | 427 | 2304 | 1937 | 586 | 2010 | 1662 | 672 | 2733 | 1841
Inter 14 gons | 3.17%* | 221% | 102* | 303* | 098ns | 1,02ns | 117ns | 286"

AntxCi S

*Meédias seguidas por letras iguais ndo diferem estatisticamente entre si pelo teste de Tukey ao
nivel de 5% de significancia. DMS: Diferenca Minima Significativa. CV: Coeficiente de
Variagdo. ns: ndo significativo. Ant: Antimicrobiano. Ci: Ciclos. Test: Testemunha.

*significativo a 1% de probabilidade.

De maneira geral, observou-se que o inéculo, em todos os tratamentos avaliados,

apresentou viabilidade celular superior a 89%. Entretanto, o indice de brotamentos e a

viabilidade de brotos variou em fungdo da aplicacdo dos antimicrobianos e dos ciclos

fermentativos analisados. Esses resultados foram apresentados na Figura 3.
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Interacdo entre antimicrobianos e ciclos para indice de brotamentos (A) e viabilidade
de brotos (B) de leveduras no inéculo. Letra maiusculas indicam comparacdo das
médias de tratamento dentro dos ciclos. Letras minusculas comparacdo dos ciclos
em cada tratamento. Fonte: os autores (2025).

Para o inicio da fermentacdo ndo foram detectadas diferencas significativas para a

viabilidade de brotos para todos os tratamentos estudados. Porém, houve interacdo entre

antimicrobiano e ciclo, para a viabilidade celular e indice de brotamentos da levedura, sendo

essas apresentadas na Figura 4.

No final da fermentacédo verificou-se que, de maneira geral, o percentual de leveduras

multiplicando-se foi reduzindo ciclo a ciclo, independentemente do antimicrobiano utilizado.
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Contudo, a viabilidade celular e de brotos ndo foi alterada de acordo com o0s tratamentos
aplicados.
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Figura 4 — Interacdo entre antimicrobianos e ciclos para viabilidade celular (A) indice de
brotamentos (B) de leveduras no inicio. Letra maiusculas indicam comparacdo das
médias de tratamento dentro dos ciclos. Letras minasculas comparacao dos ciclos
em cada tratamento. Fonte: os autores (2025).

Considerando a taxa de crescimento da levedura em cada ciclo fermentativo, observou-
se que o extrato de casca de Neem promoveu maior crescimento das leveduras em comparacao
com o0s demais tratamentos. Esse comportamento foi observado desde o ciclo 2 (Figura 5A).
Para a contaminacdo bacteriana, 0 extrato de casca promoveu maior controle de bactérias

contaminantes da fermentagdo no ciclo 8 (Figura 5B).
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Figura 5 — Interagdo entre antimicrobianos e ciclos para crescimento de levedura (A)
contaminac¢do do inoculo por bactérias laticas (B). Letra maidsculas indicam
comparacdo das médias de tratamento dentro dos ciclos. Letras minusculas
comparacao dos ciclos em cada tratamento. Fonte: os autores (2025).

5.3.3. Analise do vinho

Considerando os agUcares presentes no vinho (Figura 6A e 6B), observou-se que o
tratamento testemunha resultou em maiores de sobras de glicose e frutose, com efeitos iniciais
no quinto ciclo, e maior intensidade a partir do sétimo ciclo. Para os tratamentos em que se
aplicou o antimicrobiano, verificou-se que o extrato de folhas foi o insumo que melhor
promoveu um ambiente propicio para a fermentagdo da levedura, haja vista que resultou em
menores sobras de agUcar nos ciclos finais. Importante destacar que nao detectou-se presenca
de sacarose no vinho (dados ndo apresentados), 0 que era esperado, uma vez que a levedura
libera enzima invertase no substrato para a inversao da sacarose em glicose e frutose, os quais
sdo absorvidos pela célula (Margetic; Vujcic, 2016).

Considerando o teor de glicerol produzido pela levedura durante o processo
fermentativo, verificou-se que o mesmo diminuiu ciclo a ciclo para todos os tratamentos

estudados, ndo sendo possivel identificar uma relagdo entre os tratamentos analisados (Figura
6C).
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Avaliando o teor de etanol produzido pela levedura, observou-se que nos ciclos em que
se aplicou os extratos de folhas e cascas de Neem, ou mesmo no ciclo posterior, houve
incremento desta biomolécula no meio, em comparacao com o tratamento testemunha (Figura
6D), o que também resultou em maior eficiéncia fermentativa (Figura 7).

A 09 Aa g L6

0.7

0.8 AaAa 1.4
06
05
204 i
g
5" 03 T e
[]‘7 5
0'[1] AcAbAb AcABAD AcABAb AcABAD AcAbAb AcAbAb IBEBb " AbAcAb AbAcAb AbAcAb AbACAb Bcl AbAcAb
12 3 4 s

C 1.4 AaAaAa

Frutose (%)
o o o o -
= [ = [=2 [==] —_— (3]

=]

AabAab
Abc B

1,2 Ab 2
Ab Ab
) CAbc AbA | bc Aa‘ Ab Ad
< 08 AcddAcd ¢ ; LIV
— 0 de
e Ad Ad
5 0.6 ege de = 6
T4 I [ bfq 4
|| I| 2
0
1 4 8 9

B Testemunha M Extrato de Folha M Extrato de Casca B Testemunha W Extrato de Folha W Extrato de Casca

Etanol (%)

=
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5.4. Discussao

O primeiro passo foi avaliar o substrato disponibilizado para a levedura. Observou-se
que as caracteristicas tecnoldgicas do caldo de cana-de-acUcar variaram de acordo com o dia de
coleta (Tabela 1). Esse resultado era esperado, uma vez que a planta € um organismo bioldgico
e sujeita a variacOes climaticas que podem afetar suas caracteristicas tecnoldgicas (Araujo et
al., 2017), bem como ndo é possivel garantir a homogeneidade do canavial no momento da
coleta. Entretanto, os dados obtidos estdo de acordo com os disponibilizados na literatura que
apontam cana-de-acucar em seu periodo Util de industrializagdo, apresenta Brix superior a 18%
e teor de sacarose superior a 14% (Ripoli; Ripoli, 2004).

Para mitigar o efeito da variabilidade do caldo, 0 mesmo foi submetido a ajuste de Brix
com 4gua destilada, padronizando-o para 16%, possibilitando a visualizagdo apenas do
comportamento da levedura perante os antimicrobianos. Importante destacar que ndo foi
controlado a quantidade de bactérias que vieram junto com a matéria-prima, justamente para
averiguar o potencial antimicrobiano dos extratos.

Na sequéncia, avaliou-se o efeito dos antimicrobianos sobre as caracteristicas da
levedura ciclo a ciclo. De maneira geral, observou-se que o indculo apresentou teor de células
vivas adequados para a realizagdo de processo fermentativo industrial, para todos o0s
tratamentos e em todos os ciclos; haja vista que os dados corroboram com Douradinho et al.
(2023), que apontam que a levedura para iniciar o processo fermentativo deve apresentar
viabilidade celular superior a 85%. Entretanto, verificou-se queda no teor de brotamentos e
viabilidade de brotos do indculo ciclo a ciclo, o que também era esperado, tendo em vista que
apos adaptacdo do microrganismo ao meio, ele tende a diminuir a taxa de brotamentos e
maximizar a producdo de etanol (Montijo et al., 2014). Importante destacar que nos ciclos
intermediarios o extrato de folhas de Neem foi 0 que maior impactou negativamente a taxa de
brotamentos da levedura, igualando ao final dos ensaios. Esse comportamento pode ser
decorrente das biomoléculas presentes no mesmo, como 0s compostos fenolicos, que podem
reduzir o brotamento e a viabilidade de brotos da levedura em fermentacdo (Henrique;
Venturini Filho, 2014).

Considerando o inicio e final da fermentagéo, verificou-se que a levedura apresentou
viabilidade celular e de brotos superior a 80%, valor considerado adequado para a fermentacéo,

e viabilidade de brotos superior a 80%. Para o indice de brotamentos, observou que esse foi
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reduzindo ciclo a ciclo, sem que fosse possivel determinar um efeito direto dos antimicrobianos
sobre esse comportamento.

Embora a quantidade de células e brotos da levedura tenham tido comportamento
similar para os tratamentos em que se aplicou antimicrobiano, constatou-se que o extrato de
cascas de Neem promoveu maior crescimento da levedura a partir do 2° ciclo. Tal fato, pode
explicado pelos compostos fendlicos presentes no Neem, como quercetina (Kiranmai et al.,
2011), resveratrol (Tchinda et al., 2020) e rutina (Hemdma et al., 2023), os quais propiciam um
maior crescimento celular da levedura S. cerevisiae, principalmente quando solubilizado em
etanol (Silva, 2013), que foi 0 caso deste experimento.

Outro fator que pode ter contribuido é o efeito protetor de compostos com acgdo
antioxidantes, como os fendlicos e os taninos. De acordo com os estudos Galano et al. (2021)
e Dumanovi¢ et al. (2021) a presenca dos metabolitos secundarios com acdo antioxidante
presentes em extratos vegetais agem em defesa contra estresse oxidativo.

Considerando o efeito antimicrobiano dos extratos de folha e casca de Neem , observou-
se gue, nos ciclos que foram adicionados (3, 4 e 7), resultaram em menor contaminac¢do no ciclo
posterior, especialmente para o ciclo 8 utilizando o extrato de casca da planta.

A composicdo quimica dos compostos das folhas e cascas sdo distintos. As folhas
possuem compostos quimicos como os flavonoides, taninos condensados, terpenos e esteroides,
além de acidos graxos em sua composicao, que possuem acdo antibacteriana contra diversas
bactérias (Nigussie et al., 2021; Galeane et al., 2017; Khan et al., 2017; Jindal; Chauhan, 2017,
Flaifel et al., 2023) esses compostos terem acdo antibacteriana é essencial que 0s mesmos sejam
solliveis ao meio contaminante. Durante 0 experimento, observou-se particulas oleosas do
extrato da folha ndo foram completamente dissolvidas ao mosto, vale ressaltar que compostos
triterpenos e acidos graxos sao substancias oleosas, e ndo possuem solubilidade em meios
aquosos. Tal fato, pode ter dificultado a agdo sinérgica desses compostos juntamente com 0s
outros.

A casca possui mais compostos fendlicos, que estdo associados a presenca de taninos.
A acdo antibacteriana dessa classe esté correlacionada com sua estrutura molecular (Olchowik-
Grabarek et al., 2022). Esses compostos quimicos afetam principalmente a integridade das
membranas bacterianas, causando alteracbes nas propriedades funcionais, estruturais e
mudancas nas propriedades fisico-quimicas, resultando na supresséo do crescimento (Farha et

al., 2020). O fato de os taninos agirem diretamente sob a membrana bacteriana, pode levar a
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alteracéo na fluidez da membrana, que por sua vez facilita a acdo de outros compostos que estéo
presentes no extrato da casca (Czerkas et al., 2024). Além disso a presenca de outros compostos
antibacterianos (flavonoides, terpenos), presentes nos extratos etanolicos da casca favoreceram
a inibicéo do crescimento bacteriano no meio fermentativo.

Aliado a esses resultados, observou-se que o extrato de casca resultou em maior teor
alcodlico no vinho, principalmente nos ciclos em que foi adicionado, sem que ocorresse sobra
de acUcares ou maior producdo de glicerol pela levedura (Figura 6). Esse resultado é
interessante pois demonstra que além de acdo antimicrobiana ante as bactérias contaminantes
da fermentacdo, o extrato de casca também age como promotor de maior producédo de etanol.
Tais resultados, impactaram significativamente a eficiéncia fermentativa, a qual foi maior para
esses mesmos tratamentos (Figura 7).

Possivelmente, 0s compostos presentes no extrato da casca podem impactar na fluidez
da membrana plasmaética da levedura, facilitando o transporte de agucares e ions essenciais para
0 metabolismo fermentativo. Além disso, essa alteracdo pode permitir que a levedura elimine
para 0 meio o etanol intracelular produzido em sua via metabdlica, reduzindo sua toxicidade
(Topaloglu et al., 2023). Estudos futuros podem confirmar os compostos quimicos presentes

nos extratos de Neem, bem como podem confirmar essa hipotese.

5.5. Concluséao

Conclui-se que o uso do Extrato de Casca de Azadirachta indica na fermentacdo
etanolica de substrato preparado a partir de caldo de cana-de-agucar, utilizando levedura
Saccharomyces cerevisiae, controla bactérias contaminantes ao longo dos ciclos de
fermentacdo, bem como é promotor de crescimento de biomassa levedura e aumenta a producao

de etanol por esse microrganismo.
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CAPITULO 6 - CONSIDERAGCOES FINAIS

Diante dos resultados obtidos, verificou-se que os extratos brutos e as fracGes de
Azadirachta indica apresentam composi¢6es quimicas especificas que influenciam diretamente
suas propriedades antimicrobianas. Os extratos das cascas e folhas, ricos em compostos
fendlicos, flavonoides e taninos, demonstraram atividade antimicrobiana significativa contra
Lactobacillus fermentum e Leuconostoc mesenteroides. Em contrapartida, o extrato de
sementes, composto majoritariamente por acidos graxos e triterpenoides, ndo exibiu atividade
contra essas bactérias. Além disso, os extratos alcodlicos do Neem ndo afetaram Saccharomyces
cerevisiae, evidenciando sua seletividade antimicrobiana.

Os diferentes perfis de compostos bioativos entre os extratos resultaram em distintos
niveis de atividade antimicrobiana. A fracdo hexanica das folhas intensificou a acéo
antimicrobiana contra L. mesenteroides, enquanto, para L. fermentum, a sinergia dos
metabdlitos no extrato bruto se mostrou mais eficaz, indicando que o perfil quimico das fracdes
influencia diretamente a bioatividade.

A fracdo hexanica das folhas apresentou maior atividade antimicrobiana contra L.
mesenteroides em comparagdo com o extrato bruto. No entanto, para L. fermentum, o efeito
contrario foi registrado, sugerindo que a interacdo entre 0s compostos no extrato bruto pode ser
determinante para sua eficacia.

Entre os extratos avaliados, a casca de Azadirachta indica destacou-se por sua elevada
eficacia antimicrobiana, inibindo L. fermentum e L. mesenteroides em menores concentracdes.
Adicionalmente, sua aplicacdo na fermentacdo etandlica ndo apenas auxiliou no controle
microbiano, mas também favoreceu o crescimento de S. cerevisiae, sugerindo um possivel
efeito bioestimulante.

Esses resultados indicam que a casca de Azadirachta indica pode representar uma
alternativa promissora para a fermentacéo etandlica, pois combina dois beneficios essenciais:
controle microbiano e estimulo ao crescimento da levedura. Estudos mais aprofundados como
a aplicacdo desses extratos em larga escala, podem contribuir para processos fermentativos mais

sustentaveis e eficientes.



