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RESUMO

O reaproveitamento do 6leo de cozinha (6leo vegetal) para producdo de sabdo se mostra
como uma alternativa importante para 0 meio ambiente, ja que o 0leo de cozinha se
encontra entre os residuos que ndo tem seu método de descarte bem definido. Para
conferir aroma é possivel adicionar aditivos ao sabdo, como por exemplo 6leos essenciais.
Os 6leos essenciais possuem potencial medicinal, cuja a atividade antimicrobiana tem
sido bastante estudada e avaliada por diferentes métodos. Nos metodos de difusdo, o
microrganismo é testado contra um agente antimicrobiano em meio solido, onde através
do didmetro dos halos de inibicdo é possivel analisar os resultados obtidos. Nesse sentido,
0 presente trabalho tem o objetivo de comparar a eficacia de diferentes 6leos essenciais
(cravo, capim cidreira e canela) para avaliacdo de atividade antimicrobiana quando
utilizados como aditivo ao sabdo produzido a partir de 6leo de cozinha usado. A extracao
dos Gleos essenciais foi realizada por hidrodestilacdo utilizando um aparelho Clevenger
modificado, em seguida foram produzidas barras de sabdo (reutilizando 6leo de cozinha)
com adicdo dos diferentes 6leos essenciais extraidos. Amostras de cada barra de sabdo
foram diluidas e utilizadas em ensaios utilizando métodos de difusdo (teste de difusdo em
disco). A partir das analises dos testes de difusdo em disco, onde ndo houve a formacéo
de halos de inibicdo, ndo foi possivel confirmar o potencial antifungico dos sabdes

produzidos.

Palavras-Chave: Sabdo; Oleos essenciais; Atividade antimicrobiana; Difusdo em disco.



ABSTRACT

The reuse of cooking oil (vegetable oil) for soap production is an important alternative
for the environment, since cooking oil is among the types of waste that do not have a
well-defined disposal method. To add aroma it is possible to add additives to the soap,
such as essential oils. Essential oils have medicinal potential, whose antimicrobial activity
has been extensively studied and evaluated by different methods. In diffusion methods,
the microorganism is tested against an antimicrobial agent in solid medium, where
through the diameter of the inhibition halos it is possible to analyze the results obtained.
In this sense, the present work aims to compare the effectiveness of different essential
oils (clove, lemongrass and cinnamon) for the evaluation of antimicrobial activity when
used as an additive to soap produced from used cooking oil. The extraction of essential
oils was performed by hydrodistillation using a modified Clevenger apparatus, then soap
bars were produced (reusing cooking oil) with the addition of the different extracted
essential oils. Samples of each soap bar were diluted and used in tests using diffusion
methods (disc diffusion test). Based on the analyzes of the disk diffusion tests, where
there was no formation of inhibition halos, it was not possible to confirm the antifungal

potential of the soaps produced.

Keywords: Soap; Essencial oils; Antimicrobian activity; Disc broadcast.
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1 INTRODUCAO

O descarte inapropriado de 6leo de cozinha usado na rede de esgoto ou em lixo comum
provoca graves consequéncias, favorecendo a degradacdo dos ecossistemas (CASSARO;
BRASIL; ALMEIDA, 2012).

A reutilizacdo do 6leo de cozinha é extremamente importante para evitar a degradacao
ambiental e os problemas no tratamento de agua e esgoto. O grande problema é que apenas uma
pequena parte do 6leo descartado é reutilizado. O dleo vegetal residual pode ser utilizado como
matéria-prima para produgdo de diversos produtos, como por exemplo sabdes, biodiesel,
detergentes, amaciantes, resina para tinta, entre outros. Reaproveitar o 6leo de cozinha usado
como matéria-prima para producdo de sabdo é uma das alternativas mais utilizadas devido a
simplicidade do seu processo, onde também podem ser adicionados 6leos essenciais, que sao
responsaveis pelo aroma exalado pelos sabdes.

Oleos essenciais, também chamados de 6leos volateis, esséncias ou 6leos etéreos, sio
principios ativos presentes em plantas aromaticas constituidos de uma mistura de substancias
volateis e hidrofébicas (LOPES, 2011, p. 43). Sdo compostos simples e geralmente com
estrutura ciclica, sdo volateis devido ao seu baixo peso molecular e tem propriedades
antibacterianas, antifingicas, antisépticas, refrescantes e anti-inflamatérias (LOPES, 2011;
PEREIRA, 2006). Devido a essas propriedades, o estudo do efeito inibitério dos éleos
essenciais em microrganismos tem se tornado uma alternativa para reducdo de aditivos
quimicos na industria (PEREIRA, 2008).

Existem algumas metodologias utilizadas para avaliagdo de atividade antimicrobiana,
sendo mais conhecidos os métodos de difuséo (teste de difusdo em disco e perfuracdo em agar)
e 0s métodos de diluicdo em caldo (macrodiluicdo e microdilui¢do), onde nos métodos de
difusdo o objetivo é testar o microrganismo contra uma substancia biologicamente ativa em um
meio sélido. A difusdo do agente antimicrobiano leva a formacdo de halos de inibicdo do
crescimento bacteriano (SEJAS, 2003). Nos métodos de diluicdo em caldo sdo consideradas a
relacdo entre a proporcao de crescimento do microrganismo no meio liquido e a concentracao
da substancia ensaiada.

Diante do que foi exposto, o presente trabalho tem como objetivo analisar a atividade
antifungica de barras de sabBes produzidas a partir 6leo vegetal residual com a adi¢do de

diferentes 6leos essenciais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Comparar a atividade antifingica dos 6leos essenciais extraidos a partir de cravo-da-
india (Syzygium aromaticum), capim-cidreira (Cymbopogon citratus) e canela (Cinnamomum
zeylanicum) quando utilizados como aditivos na producgéo de sabéo a partir de dleo de cozinha

usado (6leo vegetal).

2.2 Especificos

— Aplicacdo do método de hidrodestilacdo para a extracdo dos 6leos essenciais;

— Estudo do processo de producdo de sabdes com 6leo vegetal residual;

— Aplicacdo de atividades microbioldgicas;

— Aplicacdo dos métodos de difusdo em disco;

— Analisar o comportamento dos 6leos essenciais quando utilizados na producéo de sabao;

— Avaliar qual tipo de 6leo essencial apresenta os melhores resultados para atividade

antiflngica.
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

A producdo de sabdo tem se mostrado como uma alternativa importante para o 6éleo de
cozinha usado (6leo vegetal). A reutilizacdo do 6leo de cozinha pode trazer vantagens
competitivas e evitar a degradagdo ambiental e problemas no sistema de tratamento de &gua e
esgoto, ja que este residuo pode servir de matéria-prima para fabricacdo de diversos produtos,
como biodiesel, tintas, sabdo, detergentes, entre outros (MORGAN-MARTINS, 2016). Sendo
0 processo de fabricagdo do sab&o considerado um dos mais simples entre os processos de
reaproveitamento do 6leo residual (SILVA ,2013).

3.1 Reaproveitamento do 6leo vegetal residual

Os Oleos vegetais sdo produtos naturais constituidos por uma mistura de ésteres
derivados do glicerol (triacilglicerdis ou triglicerideos), cujos acidos graxos contém cadeias de
8 a 24 atomos de carbono com diferentes graus de insaturacdo (SILVA, 2017, p.2).

Segundo a Associacédo Brasileira para Sensibilizacdo, Coleta e Reciclagem de Residuos
de Oleo Comestivel (ECOLEO, 2023), o Brasil produz 9 bilhdes de litros de 6leos vegetais por
ano, sendo cerca de 3 bilhdes desse montante destinados a producdo de 6leos comestiveis.
Quando descartado de forma irregular, o 6leo causa impactos ambientais significativos, gerando
problemas nas redes de esgoto e estagcdes de tratamento. De acordo com Tescarollo (2015),
quando o esgoto ndo passa por um tratamento adequado antes de ser lancado ao corpo hidrico
receptor, ha a elevacdo da concentracdo de &cidos graxos insoliveis nos mesmo, alterando o
pH e diminuindo as trocas gasosas entre a dgua e a atmosfera. Sendo os 6leos substancias
insolveis em agua (hidrofobicas), devido a sua formacdo predominantemente de ésteres de
triacilglicerdis, porém sdo sollveis em solventes organicos, e em fungéo desta imiscibilidade e
por ter uma densidade menor que a &gua, quando sdo jogados em corpos hidricos, o 6leo emerge
a superficie formando uma fina camada sobre a 4gua (WILDNER; HILLIG, 2012, p.816). Além
disso, a temperatura do 6leo pode chegar a 60 ° C devido a influéncia da radiacdo solar,
ocasionado a morte de espécies animais e vegetais (TESCAROLLO, 2015).

Embora o 6leo simbolize uma pequena parcela da quantidade de lixo gerado,
atualmente ele é considerado o maior poluidor de aguas doces e salgadas das regiGes mais

populosas, onde uma tonelada de 6leo despejado em corpos d’agua ¢ equivalente a uma carga
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poluidora de 40 mil habitantes (ECOLEOQ, 2018). Estima-se que cada litro de 6leo jogado no
esgoto pode contaminar até 25 mil litros de agua (SABESP, 2021). O Fluxograma da Figura 1
mostra as consequéncias causadas pelo descarte irregular do 6leo no meio ambiente.

Figura 1 - Poluicdo causada pelo 6leo vegetal descartado no meio ambiente

Oleo descartado na pia, no solo ou no lixo comum

Solido | Solo »| Gas metano [~ Ar, destruicdo da camada de 0z6nio

Liquido F——

v

___| Agua superficial
e subterranea
/
Microrganismos |

aguaticos
Y

Microrganismos |[<—
do solo -

v

Flora -

/

Fauna terrestre |

Fonte: Wildner; Hillig, 2012.

3.2 Producéo de sabdes a partir de 6leo de cozinha usado

O sabdo ¢ produzido a partir da reacdo quimica entre um acido graxo (6leos vegetais)
com uma base forte (hidréxido de sddio (NaOH)), com aquecimento sofre hidrélise formando
glicerol e sal de &cido graxo (ARAUJO, 2018, p.2). Essa reacdo é chamada de reacdo de
saponificacdo. A Figura 2 mostra o esquema da reacdo de saponificacdo para o sabdo, onde R

sdo cadeias carbdnicas que podem variar de acordo com o tipo de 6leo utilizado.
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Figura 2 - Reacéo de saponificacdo para a producéo de sab&o.

0 R 0
A
RJJ\O/\l/\D/RD + 3NaOH —m= 3 R/LLD'NE+ + HD/\I/\DH
OH
G\l'rﬁ
(8]
trigligerideo base sais de ac. graxos glicerol
(gordura) (sabdes)

Fonte: Souza, 2013.

O sabdo é um sal de &cido carboxilico e por possuir uma longa cadeia carbdnica em sua
estrutura molecular é capaz de se solubilizar tanto em meios polares quanto em meios apolares.
A parte longa da cadeia € apolar, hidrofobica e solivel em 0leos e a extremidade da cadeia €
polar, hidrofilica e solivel em agua (Figura 3) (SILVA, 2017; OLIVEIRA, 2021).

Figura 3 - Representacédo de uma molécula de sabao.

Parte hidrofébica
A

' N

Parte hidrofilica

Fonte : Oliveira; Silva; Souza, 2021.

3.3 Oleos essenciais

Nas Ultimas décadas, devido ao aumento da resisténcia de determinados
microrganismos, observou-se um grande interesse no estudo de moléculas antimicrobianas
presentes nas plantas. Os 6leos essenciais se mostraram eficientes como inibidor do crescimento
de diversos microrganismos (CARMO,2008).

Os oOleos essenciais podem ser encontrados em varias partes dos vegetais, como por
exemplo, raizes, cascas, folhas, sementes e frutos. Os 6leos essenciais sao0 compostos naturais

e complexos sintetizados durante 0 metabolismo secundario das plantas e sdo caracterizados
14



pelo aroma devido a presenca de compostos volateis em sua composicdo (MACHADO, 2011,
p.109). Sdo compostos principalmente por mono e sesquiterpenos e de fenilpropanoides,
metabdlitos que conferem suas caracteristicas organolépticas (B1ZZO; HOVELL; RESENDE,
2009, p.588). O Brasil € um dos grandes produtores de 6leos essenciais, ao lado de paises como
india, China e Indonésia (TONGNUANCHAN, 2014).

Os Oleos essenciais sdo utilizados para diferentes aplicacbes, como perfumes,
aromatizantes de alimentos, aromaticos, tintas, produtos de limpeza, medicamentos e
massagens. Por serem compostos por terpenos, também possuem acao antibacteriana, antiviral
e anti-inflamatdria (PADUCH, 2007; PATRICIO, 2021).

3.3.1 Oleo essencial de canela (Cinnamomum zeylanicum)

A canela (Cinnamomum zeylanicum) é uma especiaria obtida de arvores do género
Cinnamomun (Lauraceae), uma planta perene, originaria do Sri Lanka (antigo Ceildo), no sul
da Asia (CARRASCO, 2012). Além de seus usos culinarios, a canela é utilizada na medicina
tradicional como remédio para doencas respiratorias e digestivas, onde quase todas as partes da
canela (cascas, frutos, folhas e flores) sdo utilizadas para fins culinarios e medicinais
(RANASINGHE, 2013). A presenca da molécula de cinamaldeido (Figura 4), que é o composto
ativo da canela, confere a suas propriedades organolépticas, possuindo potencial
antimicrobiano, anti-inflamatorio, antisseptico, angiogénico e cicatrizante (BOTELHO, 2022).

Figura 4 - Molécula de cinamaldeido.

O
- "H

Fonte: TINchem, 2023.
Apesar do bleo essencial a canela possuir as mesmas propriedades da canela, conferidas
pelo cinamaldeido, existem diferencas na composicdo do 6leo dependendo de qual parte da
planta 0 mesmo foi extraido (BOTELHO, 2022). Segundo Torres (2021), o 6leo essencial

obtido da casca da canela, através de hidrodestilagdo com um tempo de duas horas, tem em sua
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composigdo quimica 85,96% de E-cinamaldeido, 7,71% de cumarina e 6,33% de E-o-metoxi-

cinemaldeido.
3.3.2 Oleo essencial de cravo-da-india (Syzygium aromaticum)

O cravo-da-india (Syzygium aromaticum) é uma arvore que pertence a familia
Myrtaceae, tendo um ciclo vegetativo que pode chegar a mais de 100 anos. As folhas sdo ovais
e de coloracédo verde brilhante, as flores sdo pequenas e de coloragdo branco-amareladas e o
fruto tem formato alongado e coloragdo vermelha (RABELO, 2010). O cravo-da-india que é
popularmente comercializado, nada mais é do que os botdes florais ainda ndo abertos e que ao
passarem por um processo de secagem adquirem uma coloracgdo quase preta (SBFgnosia, 2009).

Segundo a Sociedade Brasileira de Farmacognosia (2009), o 6leo de cravo-da-india
contém eugenol (70 a 98%), cariofileno, metil amil acetona, &lcool benzilico, acido eugénico,
acido salicilico e furfurol. O eugenol (Figura 5) é o principio ativo do cravo-da-india
(OLIVEIRA, 2008).

Figura 5 - Molécula de eugenol.

OH

CH,

g
H,C s .

Fonte: Merck Millipore 1, 2023.

Por se tratar do composto em maior quantidade do 6leo essencial de cravo-da-india, o
eugenol é responsavel por grande parte dos beneficios associados ao 6leo essencial de cravo-
da-india, tendo sido descrito na literatura como o composto ativo responsavel pelas atividades
antimicrobianas, anti-inflamatoria, antioxidante, entre outras (OLIVEIRA, 2008). Dentre as
atividades antimicrobianas, destaca-se a agdo antifingica do 6leo essencial de cravo-da-india,
devido as caracteristicas de sua composi¢do, constituida por substancias de baixo peso
molecular e geralmente lipofilicas, permitindo uma alta capacidade de penetracdo na membrana
celular. Estudos ja comprovaram a atividade antifingica de Syzygium aromaticum em fungos
isolados, como por exemplo Candida albicans, Trichophyton mentagrophytes, Saccharomyces

cerevisiae e Aspergillus niger (AFFONSO, 2012).
16



3.3.3 Oleo essencial de capim cidreira (Cymbopogon citratus)

O capim cidreira (Cymbopogon citratus) também conhecido como capim-santo, capim-
limdo ou capim-cidrdo é uma planta herbacea que pertence a familia Poaceae, frondosa e
robusta, com folhas longas de coloracédo verde-palida (GOMES,2003).

O o6leo essencial de capim cidreira € composto majoritariamente por citral (sendo citado
como sendo responsavel pelas atividades atribuidas ao 6leo) e em menores quantidades é
possivel encontrar mirceno em sua composi¢do (SILVA, L., 2016). Segundo Port’s (2011), 0
teor de citral (Figura 6) presente no capim cidreira pode variar de 65 a 80%.

Figura 6 - Molécula de citral.

HaC 0
% A

CH, CH,

Fonte: Merck Millipore 2, 2023.

3.4 Extracdo dos 6leos essenciais

A extracdo de 6leos essenciais pode ser feita atraves de diferentes métodos, onde 0s
mais conhecidos sdo 0s métodos de hidrodestilacao, destilacdo por arraste a vapor, extracao por
solventes organicos, extracdo por fluido supercritico e prensagem a frio (SILVEIRA,2012).

3.4.1 Hidrodestilacdo

Na hidrodestilacdo, a matéria-prima vegetal é imersa sob &gua e aquecida até a fervura,
formando vapores de uma mistura éleo-agua, que ap6s serem condensados, transformam-se em
uma mistura heterogénea, onde sera feita a separacdo por decantacdo. Neste método, a
composicdo dos 6leos essenciais pode ser influenciada pelo contato com a agua, tempo de
extracdo e velocidade de aquecimento (PRINS, 2006). A hidrodestilacdo pode ser feita
utilizando um aparelho de Clevenger (Figura 7).
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Figura 7 - Aparelho de destilagcdo Clevenger.

W
w&’l\:‘

Fonte: Laborquimi, 2023.

3.4.2 Destilacdo por arraste a vapor

A destilacéo utilizando vapor de agua é uma operacéo unitaria baseada na diferenca de
volatilidade de determinados compostos presentes na matéria-prima vegetal (STEFFENS,
2010, p.30). No processo de destilacdo a vapor de &gua, a agua é aquecida e os vapores de agua
gerados sdo injetados na coluna de destilacdo e transpdem o material vegetal extraindo-se
vapores de uma mistura 6leo-agua que sao resfriados no condensador, onde ocorre a liquefacdo

e em seguida ¢ feita a separacdo do 6leo essencial e da &gua (VALENTIM, 2018).

3.4.3 Extracdo por solventes organicos

A extracdo por solventes organicos consiste em uma técnica onde a matéria-prima
vegetal é imersa em um solvente adequado, sendo feita a separacdo quimicamente, onde
posteriormente o solvente é removido através de evaporacao ou destilacdo a pressdo reduzida
(GALVAO, 2004). Este método é indicado para extracdo de 6leos que ndo suportam aumentos
de temperatura, sendo comum a utilizacdo dos solventes hexano, metanol e benzeno (SILVA,
2014).
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3.4.4 Extragdo por fluido supercritico

A extracdo por fluido supercritico é baseada no contato da matéria-prima vegetal

desidratada e um solvente pressurizado para a obtengdo do extrato desejado (MAIA, 2017).

O material a ser extraido é colocado num recipiente cilindrico com bases porosas, que
por sua vez, é colocado na camara de extracdo. Seleciona-se a temperatura e a pressao
ideais para o material especifico a ser extraido e para o produto final desejado. Circula-
se 0 gas supercritico através do material, na camara de extracdo, até dissolver
completamente as fracdes desejadas. Apds completar o ciclo de extracdo, transfere-se
a solucdo para um separador, onde a pressdo € mantida abaixo do ponto critico.
Lentamente 0 g&s carbdnico torna-se gasoso, perdendo suas propriedades de
solvatacdo, & medida que a pressdo diminui. Neste momento, o soluto precipita e é
coletado. O di6xido de carbono expandido, em estado gasoso completado em seu
volume, circula através de um trocador de calor, € refrigerado, comprimido e liquefeito.
Entdo, o gas é recirculado, no estado liquido, para o aquecedor e pode ser novamente
usado nas condicdes pré-estabelecidas de temperatura e pressao que o recolocam de
volta a regido supercritica para extragdes sucessivas (MAUL, 1996, p.192).

3.4.5 Prensagem a frio

O método de extracdo de prensagem a frio € usado quando os componentes quimicos
do 6leos essenciais sdo facilmente danificados pelo calor (SERRANO, 2018). Neste método de
extracao, que geralmente € utilizado em frutas citricas, a matéria-prima é colocada em uma
prensa hidraulica, sendo extraida uma mistura de suco e 6leo, que sera separada posteriormente
(SILVEIRA, 2012).

3.5 Métodos para avaliar atividade antimicrobiana

Existem varios metodos para avaliar a atividade antimicrobiana, sendo mais conhecidos
0s métodos de difusdo (Teste de difusdo em disco e perfuracdo em &gar) e os métodos de

diluicdo em caldo (Macrodilui¢do e microdiluicdo) (Figura 8).
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Figura 8 - Fluxograma dos métodos para avaliagdo da atividade antimicrobiana.

Teste de difusao

( Elli o Perfuragdao em
Agar

Métodos para avaliagao da
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L Métodos de
diluicdo em caldo
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Fonte: Adaptado de Ostrosky et al., 2008.

3.5.1 Meétodos de difusdo

No método de difusdo o microrganismo é testado contra uma substancia biologicamente
ativa em um meio sélido. Os métodos de difusdo tem a sua aplicacdo limitada a microrganismos

de crescimento rapido, sendo eles aerdbios ou aerdbios facultativos (OSTROSKY, 2008).

3.5.1.1 Teste de difusdo em disco

O teste de difusdo em disco é um método simples e barato para avaliar a suscetibilidade
bacteriana a diversos antibidticos em um mesmo procedimento. E a principal metodologia
utilizada na grande maioria dos laboratorios de microbiologia (INAMINE, 2019, p.18). O teste
é realizado através da aplicacdo de um agente bacteriano inoculado na superficie de uma placa
de petri contendo um meio de cultura sélido. Em seguida, discos embebidos com o agente
antimicrobiano sdo inoculados na superficie do agar e incubados a 35° C por um tempo de 16
a 24 horas (JORGENSEN; FERRARO, 2009, p.1751). A analise dos resultados ¢ feita através
do diametro das zonas de inibicéo (halos de inibi¢éo) que se formam ao redor dos discos (Figura
9).
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Figura 9 - Teste de difuséo em disco.

Fonte: Jorgensen; Ferraro, 2009.

3.5.1.2 Perfuracdo em agar

Segundo Pereira (2022, p.26097), “a técnica de perfuragdo em agar fundamenta-se na
remocao do meio de cultura solido com o auxilio de cilindros de 6-8 mm de didmetro para a
formagdo de pogos, em que ¢ possivel aplicacao das substancias a serem analisadas”. Em
seguida, as placas sdo incubadas em uma estufa bacterioldgica a 37° C por um periodo de 24
horas (COSTA, 2016). A andlise dos resultados é feita através do didmetro das zonas de
inibicdo (halos de inibi¢do) que se formam ao redor dos pogos.

Lima et al. (2006) fez ensaios de avaliacdo antifungica de 6leos essenciais das espécies
C. zeylanicum, C. limon, E. citriodora, Eugenia uniflora, P. boldus e R. offi cinalis, através do
método de perfuracdo em agar, onde ap6s o término do periodo de incubagdo, a concentragdo
inibitéria minima (CIM) foi considerada aquela que apresentou um halo de inibicdo do
crescimento fangico igual ou maior que 10,0 mm de diametro, onde foi possivel determinar que
0s Oleos essenciais por ele utilizados apresentaram halos de inibi¢éo igual ou superior a 10,0

mm , caracterizando efetividade na inibicdo do crescimento fangico.

3.5.2 Meétodos de diluicdo em caldo

O método de diluicdo em caldo considera a relacdo entre a proporc¢éo de crescimento do

microrganismo no meio liquido e a concentracao da substancia ensaiada. Envolve a preparagdo

21



de diluicGes seriadas e logaritmicas de antimicrobianos em meio de cultura liquido, onde é
possivel determinar a concentracdo inibitoria minima (CIM) e a concentragdo bactericida
minima (CBM) (JUNIOR, s.d, p.8). O método fornece resultados quantitativos e nio é
influenciado pela velocidade de crescimento dos microrganismos. Sua desvantagem é a
dificuldade na detec¢do de contaminacdo no caso de teste de materiais clinicos (OSTROSKY,
2008, p.303). Para a aplicacdo do método de diluicdo podem ser empregadas metodologias de

macrodiluicdo e microdiluicao.

3.5.2.1 Macrodiluigéo

O método de macrodiluicdo é realizado em tubos de ensaio, com o volume de cultura
do meio variando na faixa de 1,0 a 10,0 mL. A substancia antimicrobiana, com concentracdo
conhecida, passara por uma diluicdo seriada, onde a solucbes obtidas serdo adicionadas em
tubos de ensaio, onde sera adicionado o microrganismo. A interpretacdo dos resultados é feita
por leitura visual (Figura 10). Por consumir muito tempo, espaco no laboratério e gerar muitos

residuos esse método nao é muito utilizado.

Figura 10 - Método de macrodiluicéo.
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Fonte: JUNIOR, s.d.

3.5.2.2 Microdiluicéo

O método de microdiluicdo é basicamente igual ao método de macrodiluigdo, sendo

feita em menor escala, onde sdo utilizadas microplacas de 96 pogos, também conhecidas como
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placas de Elisa (Figura 11), com o volume de meio de cultura entre 0,1 e 0,2 mL e apresenta
vantagens em relacdo a outros métodos, pois tem boa reprodutibilidade, baixo custo, é 30 vezes
mais sensivel que outros metodos e requer uma pequena quantidade de amostra (OSTROSKY,
2008).

Figura 11 - Exemplo de esquema de uso de placa de 96 pocos.
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Fonte: Filho et al., 2019.

3.6 Fungo Aspergillus niger

Aspergillus niger & um fungo filamentoso pertencente a familia trichocomaceae e ao
género Aspergillus (secdo Nigri), tendo como caracteristica a formacéo de coldnias brancas e
possuir hifas finas, septadas e conidiéforos com vesiculas recobertas por conidios (esporos)
negros. O Aspergillus niger € um fungo de ocorréncia muito comum, podendo ser encontrado
em ambientes gelados e Umidos, mas geralmente sdo encontrados em ambientes quentes e
secos. Em condicbes especificas, o fungo pode causar doencas, como reacOes alérgicas,
irritacOes e inflamagdes (INSPQ, 2016; SLIVINSKI, 2007).

O Aspergillus niger (Figura 12) tem grande importancia econémica, principalmente
quando utilizado na industria farmacéutica, pois tem a capacidade de produzir diversos
compostos, como por exemplo, enzimas, vitamina C, &cido citrico, entre outros (AFONSO,
2015).
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Figura 12 - Imagem microscopica do Aspergillus niger.
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Fonte: INSPQ, 2016.
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4 METODOLOGIA

A metodologia utilizada no desenvolvimento do presente trabalho seguiu as etapas

apresentadas no fluxograma da Figura 13.

Figura 13 - Fluxograma da metodologia de pesquisa.
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Analise dos
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Fonte: Autor, 2023.

4.1 Materiais e reagentes

Para a realizacdo do experimento foram utilizados os materiais e reagentes descritos
abaixo:
Equipamentos

Os equipamento utilizados foram: Balanca semi-analitica; Manta de aquecimento;
Moinho analitico basico; Chapa aquecedora; Autoclave; Capela de exaustdo; Estufa

bacteriologica.

Instrumentos
Os instrumentos utilizados foram: Béquer de plastico de 250,0 mL; Aparelho de
Clevenger; Baldo de fundo redondo de 1,0 L; Erlenmeyers de 250,0 mL; Funil de separacédo de

125,0 mL; Termdmetro; Béqueres de plastico de 2,0 L; Peneira; Béqueres de vidro de 250,0
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mL; Proveta graduada de 10,0 mL; Placas de petri; Pinga anatdmica; Alca de inoculacdo; Bico

de Bunsen.

Reagentes
Os reagentes utilizados foram: Agua destilada; Hidroxido de sodio (NaOH); Etanol
(C2H60); Meio de cultura MacConkey Agar.

Amostras
As amostras utilizadas foram: Canela em pau (moida); Botdes florais secos de cravo-
da-india (moido); Folhas secas de capim-cidreira (moida); 6leo vegetal residual; Fungo

Aspergillus niger.

Outros materiais
Outros materiais que também foram utilizados: Recipientes plasticos; Frascos de vidro

ambar; Papel aluminio; Papel filtro; Papel filme; Paquimetro.

4.2 Métodos

Os métodos empregados para o desenvolvimento e obtencdo dos resultados seguiram as

seguintes etapas:

1. Obtencdo e preparo da matéria-prima

As matérias-primas utilizadas para extracdo dos 6leos essenciais foram obtidas em uma
loja de produtos naturais localizada no municipio de S&o Miguel dos Campos - AL.

Antes do processo de hidrodestilacdo as matérias-primas foram preparadas atravées de
moagem, utilizando um moinho analitico basico, com o intuito de facilitar a extracdo dos 6leos
essenciais. Em seguida, utilizando uma balanca semi-analitica, as amostras utilizadas em cada

hidrodestilagdo foram pesadas.
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2. Obtencdo de o6leos essenciais utilizando o método de hidrodestilacéo

Utilizando o aparelho de Clevenger modificado (Figura 14), a matéria-prima junto com
a agua destilada foram adicionadas a um baldo de fundo redondo, em seguida o baldo foi
colocado na manta de aquecimento e conectado ao aparelho de Clevenger modificado. A manta
foi ligada e apds certo tempo o material contido no bal&o entrou em ebuli¢do, formando vapores
da mistura 6leo-agua, que foram encaminhados ao condensador, onde houve uma diminuicédo
de temperatura, ocorrendo o processo de liquefacdo. Por fim, o condensado obtido foi colocado
em um funil de separacdo, onde ocorreu uma decantacdo (Figura 15) e em seguida foi feita a
separacdo do 6leo essencial da agua.

Figura 14 - Aparelho de Clevenger modificado.

Fonte: Autor, 2023.

Figura 15 - Mistura heterogénea de adgua e 6leo essencial.

Fonte: Autor, 2023.
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Calculo de rendimento

A partir da massa de dleo essencial extraida e da massa total de matéria-prima utilizada

nas extracdes, foi possivel calcular o rendimento dos 6leos essenciais pela Equacdo (1).
; o My _ Msieo
Rendimento (% m) = X 100 (1)

Sendo Mg, a massa de Oleo essencial extraida e M, a massa total de matéria-prima

utilizada na extracao.

3. Producdo de sabdes a partir de 6leo de cozinha usado (6leo vegetal) com a adicdo dos

diferentes 6leos essenciais obtidos

O sabdo foi produzido através da adaptacdo da metodologia utilizada por Silva, C.
(2016), onde 75,0 mL de 4gua foram aquecidos até chegar a temperatura de 40 °C e em seguida
foram acrescentados, lentamente, 67,5 g de hidroxido de sodio (NaOH). A solucdo foi
misturada mecanicamente até a completa dissolucdo do NaOH. Em seguida, 500,0 g do 6leo de
cozinha usado, previamente filtrado para a retirada de eventuais impurezas, foi adicionado
lentamente a solugdo de NaOH. A solucéo foi misturada mecanicamente por 20 minutos (Figura
16). Logo apos, utilizando trés recipientes de plastico, foram transferidos 100,0 g da mistura
para cada recipiente. Onde nos recipientes 1 e 2 foram adicionados 4,5 g de 6leo essencial de
cravo-da-india e de canela, respectivamente. No recipiente 3 ndo foi adicionado nenhum tipo
de 6leo essencial. Por fim, foram adicionados 3,0 mL de alcool em cada um dos trés recipientes.
As barras de sabdo produzidas ficaram armazenadas durante 15 dias antes de serem utilizadas
(etapa de cura) nos metodos de avaliacdo de atividade antifungica.

Figura 16 - Mistura da solugdo contendo 6leo vegetal usado e NaOH.

Fonte: Autor, 2023.
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4. Utilizacdo do método de difusdo em disco

O meio de cultura MacConkey Agar foi preparado seguindo as instrugdes do fabricante,
utilizando 50,0 g do meio de cultura e 1,0 litro de agua destilada. O meio de cultura, as placas
de petri e a pinca anatdbmica foram embrulhadas em papel aluminio e foram colocadas no
autoclave. Apds o autoclave ser ligado, esperou-se que a temperatura no interior do
equipamento chegasse a 120 °C, a partir dai foram contabilizados 15 minutos para que o
equipamento fosse desligado.

Apos o autoclave ser desligado, esperou-se a sua despressurizacao para poder abri-la e
efetuar a retirada dos materiais. Os materiais foram entéo colocados na capela de exaustéo, onde
0 meio de cultura foi vertido sobre as placas de petri (Figura 17). Apds o meio se solidificar o
fungo Aspergillus niger, obtido no Laboratério de Tecnologia de Bebidas e Alimentos (LTBA),

foi inoculado no meio de cultura utilizando uma pinga anatémica.

Figura 17 — Meio de cultura vertido sob as placas de petri.

Fonte: Autor, 2023.
Amostras dos trés sabbes produzidos foram diluidas em agua destilada através de

diluicdo seriada, obtendo as concentragdes de 200,0 mg/mL, 100,0 mg/mL, 50,0 mg/mL, 25,0
mg/mL (Figura 18).

Figura 18 - Diluigdes seriadas das solucdes de sabéo.

Fonte: Autor, 2023.
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O papel filtro foi cortado em pequenos discos de 6,60 mm de didmetro (medido com
auxilio de um paquimetro), que foram embebidos com as solucdes de diferentes concentraces
de sabdo e os discos foram colocados nas placas de petri (Figura 19), o procedimento foi

realizado em triplicata.

Figura 19 - Placa de petri com discos embebidos com as solugdes de sabao.

Fonte: Autor, 2023.

Logo apos, as placas foram embaladas em plastico filme e colocadas em uma estufa

bacteriol6gica para incubacdo durante 7 dias.
5. Analise da atividade antifingica
Apb6s o tempo de incubacdo, os resultados obtidos foram analisados levando em

consideracdo o crescimento do fungo Aspergillus niger e o comportamento dos discos

embebidos com as solugdes de sabéo.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

A partir do desenvolvimento dos métodos descritos no tépico de metodologia, foi
possivel extrair os 6leos essenciais, utiliza-los para a producdo dos sabdes e avaliar o potencial

antifngico dos sabdes produzidos quando adicionados os 6leos essenciais.

5.1 Extracdo dos 6leos essenciais por hidrodestilacéo

Os testes das extragcdes de 0leos essenciais de canela em pau, cravo-da-india e capim
cidreira foram realizados com base em adaptacdes das metodologias realizadas por Botelho
(2022, p. 4), Rabélo (2010, p.41-42) e Santos (2009, p. 438), respectivamente. As variaveis
utilizadas em cada teste de hidrodestilacdo podem ser observadas na Tabela 1.

Tabela 1 - Dados dos testes de hidrodestilacéo.

Matéria-prima Massa (g) Volume de agua Nivel da Temperatura Tempo (h)
destilada (mL) manta °C

42,268 300,0 5 100,0 2,50
57,001 400,0 5 100,0 2,50
50,060 450,0 5 100,0 2,50
47,100 450,0 5 100,0 2,50
48,992 450,0 5 100,0 2,00
60,349 500,0 5 100,0 2,50
70,058 500,0 5 100,0 2,00
Canela em pau 70,181 500,0 5 100,0 2,50
(Cmnan_wmum 49,969 500,0 5 100,0 2,00
zeylanicum) 49,554 500,0 5 100,0 2,00
50,899 500,0 5 100,0 2,50
50,340 500,0 5 100,0 2,00
50,054 550,0 4 100,0 2,00
50,129 500,0 5 100,0 2,00
43,545 500,0 4 100,0 2,50
43,967 550,0 4 100,0 2,50
71,451 450,0 5 100,0 4,00
40,511 400,0 5 100,0 2,50
Cravo-da-india 58,646 500,0 5 100,0 3,00
(Syzygium 75,282 500,0 5 100,0 4,00
aromaticum) 75,100 500,0 5 100,0 3,25
75,054 550,0 5 100,0 4,00
63,056 550,0 5 100,0 4,00
Capim cidreira 71,265 400,0 7 100,0 2,50
(Cymbopogon 75,013 400,0 8 100,0 3,00
citratus) 75,355 400,0 8 100,0 3,50

Fonte: Autor, 2023.
A massa de 0Oleo essencial de canela em pau obtida foi de 6,90 g e a massa total da
matéria-prima de canela em pau utilizada para as extracdes foi de 834,47 g, logo, através da
Equacdo (1) foi possivel calcular o rendimento do 6leo essencial de canela em pau, obtendo um
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rendimento de 0,83 % (m/m) (Tabela 2). Segundo Torres (2021) os rendimentos da extracdo de
6leo essencial de canela, utilizando diferentes métodos (destilacdo por arraste a vapor,
hidrodestilacédo e extracdo em Soxhlet com solventes organicos), variam de 0,4% a 2,5%, logo
a extracdo de 6leo essencial de canela obteve resultados dentro do esperado. Foi possivel
observar também as caracteristicas do 6leo essencial de canela, um liquido com coloracédo
amarelo dourado e odor caracteristico.

A massa de 6leo essencial de cravo da india obtida foi de 17,02 g e a massa total da
matéria-prima de cravo-da-india utilizada para as extracdes foi de 459,10 g, logo, através da
Equacdo (1) foi possivel calcular o rendimento do 6leo essencial de obtendo um rendimento de
3,71 % (m/m) (Tabela 2). Ao comparar resultados, viu-se que Rabélo (2010) e Wengiang (2007)
encontraram, respectivamente, um rendimento de 3,54 % (m/m) e 11,50 % (m/m) na extracao
do oleo essencial de cravo-da-india. Segundo Oliveira (2009) os rendimentos de Oleos
essenciais da espécie Syzygium aromaticum, utilizando o método de hidrodestilacdo, variam de
2,30 % a 15,40 %. Logo, o rendimento para extracao de dleo essencial de cravo-da-india obteve
resultados dentro do esperado.

A Figura 20 mostra as fases formadas na mistura heterogénea de agua e 6leo essencial
de cravo-da-india, cuja a aparéncia do 6leo essencial € um liquido transparente com coloracdo
levemente amarelada e odor caracteristico.

Figura 20 - Mistura heterogénea de 4gua e 6leo essencial de cravo-da-india.

Fonte: Autor, 2023.

Para extracdo do 6leo essencial de capim cidreira foram utilizados 221,63 g de matéria-
prima, mas as extracdes ndo obtiveram os resultados esperados (Tabela 2), ja que ndo era visivel

a formac&o da duas fases nos destilados, uma fase de 6leo e outra de hidrolato (dgua condensada
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apos a hidrodestilacdo) (Figura 21). Segundo Maus (2020) o rendimento da extragdo do dleo
essencial de capim-cidreira é de 0,09% (m/v) e como a extragdo foi feita em pequena escala,
ndo foi possivel obter o 6leo essencial de capim-cidreira e consequentemente, nao foi possivel

produzir o sabdo com esse 6leo essencial.

Figura 21 - Hidrolato capim cidreira.

Fonte: Autor, 2023.

Tabela 2 — Tabela de rendimento dos 6leos essenciais.

Matéria-prima Massa (g) Massa 6leo essencial (g) Rendimento (%0)

Canela 834,47 6,90 0,83
(Cinnamomum zeylanicum)

Cravo-da-india 459,10 17,02 3,71
(Syzygium aromaticum)

Capim cidreira 221,63 0,00 0,00
(Cymbopogon citratus)

Fonte: Autor, 2023.

5.2 Barras de sabdo

Analisando a Figura 22, é possivel observar que a adi¢do dos dleos essenciais ao sabao
promoveu uma alteracdo na coloragéo dos mesmos, onde o0 sabdo sem a adi¢éo de dleo essencial
(Figura 22 (a)) obteve uma colora¢do amarelo claro, o sabdo com a adi¢do de 6leo essencial de
cravo-da-india (Figura 22 (b)) também obteve coloracdo amarelo, mas em um tom mais escuro,
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ja 0 sabdo com a adicdo de 6leo essencial de canela (Figura 22 (c)) obteve uma coloragao
alaranjada. Foi possivel observar também que a adigdo dos 6leos essenciais trouxe aos sabfes
um aspecto mais oleoso e com melhor aparéncia apés a retirada da forma.

Figura 22 - Barras de sab&o produzidas.

(a) Sem o6leo essencial. (b) Com 0leo essencial de cravo. (c) Com éleo essencial de canela.

. -

Fonte: Autor, 2023.

As barras de sabdo foram diluidas a uma concentragdo de 200,0 mg/mL, onde em
seguida foram feitas dilui¢Bes seriadas para obtencdo de concentragdes iguais a 100,0 mg/mL,
50,0 mg/mL, 25,0 mg/mL. Antes da obtencdo da solucdo de sabdo com concentracdo de 200,0
mg/mL, foram feitas tentativas de solu¢des com concentragcdes mais elevadas, onde buscou-se
obter uma solugdes com concentragdes de 600,0 mg/mL e 400,0 mg/mL (Figura 23). Como néo

foi possivel diluir o sabdo a essas concentragdes, foi feita a diluicdo com concentragéo de 200,0
mg/mL.

Figura 23 - Tentativa de solu¢do de sab&do com concentragdo de 400,0 mg/mL.

Fonte: Autor, 2023.
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5.3 Potencial antiflngico

As dilui¢des obtidas foram utilizadas para embeber os discos de papel filtro e aplica-los
no meio de cultura ja inoculado. Apos a incubacdo foi possivel avaliar o potencial das diluicfes
de sabdo como agente antifungico, analisando o comportamento dos discos de papel filtro
embebidos com as dilui¢Bes de sab&o e o crescimento do fungo Aspergillus niger nas placas de
petri (Figuras 24 a 28).

Figura 24 - Discos com Figura 25 - Discos com Figura 26 - Discos com
concentracdo de 200,0 concentracédo de 100,0 concentracgdo de 50,0 mg/mL.
mg/mL. mg/mL.

Fonte: Autor, 2023. Fonte: Autor, 2023. Fonte: Autor, 2023.

Figura 27 - Discos com concentracdo de Figura 28 - Placa sem os discos
250mg/mL. embebidos de sab&o.

Fonte: Autor, 2023. Fonte: Autor, 2023.
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Ao analisar a Figuras 23 a 27 é possivel observar que ndo houve inibicdo, ou seja, ndo
houve formacéo de halos de inibicao e o fungo chegou a crescer em cima de alguns dos discos
embebidos.

Diversos autores j& realizaram experimentos avaliando a atividade antifungica dos 6leos
essenciais de canela e cravo-da-india e obtiveram resultados promissores. Takemoto (2013),
analisou a atividade antifingica dos dleos essenciais de canela, cravo-da-india, orégano,
manjericdo e capim cidreira frente ao fungo Aspergillus flavus Link, onde os 6leos essenciais
de canela, cravo-da-india e capim cidreira apresentaram bons resultados de inibi¢do, obtendo
concentrac@es inibitorias minimas (CIM) de 200,0 pg/mL , 600,0 pg/mL e 700,0 pg/mL,
respectivamente.

Carmo (2008) analisou o efeito do dleo essencial de Cinnamomum zeylanicum no
crescimento de algumas espécies de Aspergillus potencialmente patogénicas, dentre as espécies
estudadas estava o Aspergillus niger, onde a concentracao inibitéria minima (CIM) foi de 80,0
pL/mL, formando halos de inibicdo com diametros entre 12,0 e 15,0 mm.

Lima (2021) analisou a atividade antifungica do 6leo essencial de Syzygium aromaticum
frente ao Aspergillus niger e obteve concentracdo inibitéria minima (CIM) de 100,0 pg/mL. Ja
quando o oleo foi usado para preparar nanoemulsées (5% de 6leo essencial, 10% de Tween 20
(emulsificador) e 85% de &gua) a concentracdo inibitdria minima (CIM) foi de 25,0 pg/mL.

Alguns fatores podem ter impedido a atividade antifingica dos sabdes frente ao fungo
Aspergillus niger, como por exemplo a concentracdo de 6leo essencial nas solugdes de sabao
que pode ter sido baixa, o que pode impedido de se alcancar a concentragdo minima para inibir
o crescimento do fungo. Outro fator que pode ter influenciado é o préprio sabdo, pode ter
inibido a atividade antifungica dos 6leos essenciais. Um terceiro fator € o método utilizado para
avaliar a atividade antifungica, onde ha a possibilidade de que métodos de diluicdo em caldo

obtivessem resultados mais satisfatorios.
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6 CONCLUSAO

O presente trabalho buscou analisar o potencial antifingico de sabdes produzidos com
6leo vegetal residual e utilizando diferentes 6leos essenciais como aditivo. Os 6leos essenciais
foram obtidos utilizando o método de hidrodestilacdo, onde ndo houve éxito na extracdo do
6leo essencial de capim cidreira, devido ao baixo rendimento, sendo possivel a extracdo dos
6leos essenciais de canela e cravo-da-india, que obtiveram rendimentos dentro do esperado pela
literatura.

As barras de sabdo foram produzidas utilizando 6leo de cozinha usado com adicdo de
6leos essenciais, onde os 0Oleos essenciais foram incorporados como aditivo. O sabdo ficou
armazenado durante 15 dias devido a etapa de cura. Apos esse periodo, as barras de sabdo foram
diluidas em concentracdes diferentes, através de diluices seriadas, que foram testadas frente
ao fungo Aspergillus niger, utilizando o método de difusdo em disco. Como ndo houve a
formacéo de halos de inibicdo, ndo foi possivel atestar a atividade antifungica do sabdo, nem
determinar qual 6leo essencial tem a melhor eficacia como agente antifingico quando utilizado
como aditivo no sabéo.

Apesar do sabdo ndo ter demonstrado potencial antifungico quando aditivados com
6leos essenciais, 0s objetivos do trabalho foram alcancados, ja que foi possivel aplicar os
métodos de hidrodestilacdo, produzir os sabdes com Oleos essenciais e aplicar atividades

microbiolOgicas através dos métodos de difusdo em disco.
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7 SUGESTAO PARA TRABALHOS FUTUROS

Para trabalhos futuros, deixo como sugestdo a utilizacdo de quantidades maiores de
Oleos essenciais para produzir os sabdes e que sejam feitas analises estatisticas e testes de
qualidade dos sabdes produzidos. Além disso, empregar métodos de diluicdo em caldo para
avaliar a atividade antifungica do sabdo, sendo possivel também determinar a concentracéo

inibitéria minima (CIM).
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