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RESUMO

A arvore nim (Azadirachtina indica A. Juss) € conhecida pelas propriedades terapéutica,
pesticida, fertilizante e farmacolégica, devido a abundancia de compostos organicos per-
tencentes a varias classes quimicas com atividades biologicas. Devido estes atributos, a
arvore nim possui grande potencial econdmico e segue sendo utilizada em nivel mundial.
No presente trabalho realizou-se a extracao e caracterizagao quimica do 6leo das sementes
de nim coletadas na Universidade Federal do Norte do Tocantins (UFNT) campus Cimba,
localizada em Araguaina, Tocantins. Para extracdo do 6leo foi empregado o sistema
Sohxlet, ja para a extragdo e caracterizagdo dos volateis utilizou-se o0 método HS-MEFS-
CG-EM, e o perfil de acidos graxos foi caracterizado por CG-DIC. O rendimento médio
obtido do dleo foi de 23 % + 0,07. Um total de 34 compostos volateis foram detectados,
destes 9 foram identificados por indice de Kovats: 2-metildecano, 3-metildecano, 4-me-
tildecano, 2-metilundecano, 3-metilundecano, 3,4-dimetiltiofeno, 2,5-diol-3-hexano,
1,2,3-trimetilbenzeno e bulticiclohexano. Compostos com propriedades antimicrobiana,
inseticida e antifingica, tais como: undecano, dodecano, fitol, tolueno, 2-metil-2-pente-
nal, 3,4-dimetiltiofeno, (E)-propenilpropiltrissulfeto e di-(1-propenil)-trissulfeto foram
também encontrados. Além dos volateis do 6leo, foram encontrados 7 acidos graxos. Os
mais abundantes foram: acido oleico, acido linoleico, dcido palmitico e 4cido estearico,
sendo que o dleo extraido das sementes apresentou maior concentracdo de acido oleico e
o0 6leo de nim comercial maior concentracdo de acido linoleico. Alguns volateis e 4cidos
graxos tiveram suas bioatividades reportadas e correspondem com os beneficios conhe-
cidos do nim. Dessa forma, considera-se esses constituintes quimicos parte do efeito si-

nérgico na planta.

Palavras-chaves: Azadirachtina Indica A. Juss. Nim. Sohxlet. HS-MEFS/CG-EM.



ABSTRACT

The neem tree (Azadirachtina indica A. Juss) is known for its therapeutic, pesticidal, fer-
tilizer and pharmacological properties, due to the abundance of organic compounds be-
longing to several chemical classes with biological activities. Due to these attributes, the
neem tree has great economic potential and continues to be used worldwide. In the present
work, the extraction and chemical characterization of oil from neem seeds collected at the
Federal University of Northern Tocantins (UFNT) campus Cimba, located in Araguaina,
Tocantins, was carried out. For oil extraction, the Sohxlet system was used, for the ex-
traction and characterization of volatiles, the HS-SPME-GC-MS method was used, and
the fatty acid profile was characterized by GC-FID. The average yield obtained from the
oil was 23% =+ 0.07. A total of 34 volatile compounds were detected, of which 9 were
identified by Kovats index: 2-methyldecane, 3-methyldecane, 4-methyldecane, 2-me-
thylundecane, 3-methylundecane, 3,4-dimethylthiophene, 2,5- diol-3-hexane, 1,2,3-tri-
methylbenzene and buticyclohexane. Compounds with antimicrobial, insecticidal and an-
tifungal properties, such as: undecane, dodecane, phytol, toluene, 2-methyl-2-pentenal,
3.,4-dimethylthiophene, (E)-propenylpropyltrisulfide and di-(1-propenyl )-trisulfide were
also found. In addition to the oil volatiles, 7 fatty acids were found. The most abundant
were: oleic acid, linoleic acid, palmitic acid and stearic acid, with the oil extracted from
the seeds having the highest concentration of oleic acid and the commercial neem oil the
highest concentration of linoleic acid. Some volatiles and fatty acids have had their bio-
activities reported and they correspond with the known benefits of neem. Thus, these

chemical constituents are considered part of the synergistic effect on the plant.

Keywords: Azadirachta Indica A. Juss. Neem. Sohxlet. HS-SPME/GC-MS.
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1 INTRODUCAO

A arvore nim ou neem (Azadirachta indica A. Juss) € originaria de Mianmar e da
regido do subcontinente indiano (BITTENCOURT, 2013; NEVES; OLIVEIRA; NO-
GUEIRA, 2003). Na classificacao botanica pertence a familia Meliaceae, género Azadi-
rachta e espécie indica (BRAHMACHARI, 2004; MORGAN, 2009).

A arvore ¢ utilizada ha mais de 2000 anos na india, sendo empregada como de-
fensivo agricola, na producao de farmacos, cosméticos, madeira de lei, em paisagismo e
adubo (BRITO et al., 2006; NEVES; OLIVEIRA; NOGUEIRA, 2003). Também possui
uso medicinal no tratamento contra o cancer (HAO et al., 2014), no combate de vetor da
maléria (NATHAN; KALAIVANI; MURUGAN, 2005) ¢ anti-inflamatorio e antiviral
(LOGANATHAN et al., 2021). Em animais no controle de vermes, carrapatos e outros
parasitas (MOSSINI; KEMMELMEIER, 2005).

Entre as plantas com atividade pesticida a Azadirachta indica possui diversos es-
tudos que demonstram varios modos de a¢ao contra insetos, atuando no processo de mor-
talidade (ICUMA et al., 2002; VIANA; PRATES; RIBEIRO, 2006), inibidor de desen-
volvimento (NISYA; PRIJONO; NURKANIA, 2017), e repelente dos mesmos
(AYINDE; MORAKINYO; SRIDHAR, 2020; GHOSH et al., 2021).

A substancia azadiractina € citada como a mais eficiente na agao inseticida e pode
ser encontrada em todas as partes da arvore nim (PAULO, 2017). As sementes possuem
maior concentracdo de azadiractina, sendo as folhas e sementes as mais utilizados na pro-
dugdo de extratos e 0leos para uso inseticida (CHAUDHARY et al., 2021; FERNANDES
etal.,2019; LOKANADHAN; MUTHUKRISHNAN; JEYARAMAN, 2012). Tendo em
vista isto, considera-se a extracdo do 6leo como a melhor forma de aproveitamento dos
beneficios da planta (AYINDE; MORAKINYO; SRIDHAR, 2020; MACIEL et al., 2010;
MARCOMINI et al., 2021; NISYA; PRIJONO; NURKANIA, 2017).

Os métodos utilizados para extracao do 6leo de nim sdo prensagem mecanica,
soxhlet, fluido supercritico, por micro-ondas e ultrassom (CHAUDHARY et al., 2021;
SAHA TCHINDA et al., 2021). A extracdao do 6leo da semente de nim por soxhlet ¢ a
mais utilizada por permitir a obten¢do de rendimentos mais satisfatorios com o emprego
dos solventes organicos hexano e etanol (AYOOLA et al., 2014; CHAUDHARY et al.,
2021; OJEWUMI et al., 2021; TESFAYE; TEFERA, 2017).
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O 6leo da semente de nim possui em sua constituicao quimica uma diversidade de
compostos organicos volateis (VOCs) pertencentes a diversas classes quimicas tais como:
alcoois, acidos, ésteres, fenois, flavonoides, sulfurados, aldeidos, hidrocarbonetos e ter-
penos (GOPINATH; KARTHIKEYAN, 2021; GUCHHAIT et al., 2022; SWAPNA SO-
NALE; RAMALAKSHMI; UDAYA SANKAR, 2018; TULASHIE et al., 2021; VASU-
DHAUDUPA et al., 2021), e que sdo os responsaveis pelo aroma caracteristico do 6leo.
Além do aroma, os volateis possuem propriedades antioxidantes, antiviral, antitumoral,
antibacteriano, antifingico e sdo empregados na prevengao e tratamento de varias doen-
¢as como diabetes, e o cancer em humanos (BARMAN; AHMED; CHAKRABORTY,
2019; GOPINATH; KARTHIKEYAN, 2021; ISLAS et al., 2020).

Além dos volateis, o 6leo de nim apresenta na sua composi¢ao os acidos graxos,
muito importantes para o funcionamento normal do organismo humano. O perfil quimico
dos acidos graxos do 6leo de nim, € caracterizado pela presenca dos acidos oleico, lino-
leico, palmitico e estedrico (AWOLU; OLONIYO; AYODELE, 2013; CHAUDHARI et
al.,2013; DJIBRIL et al., 2015; MULLA et al., 2020; SAHA TCHINDA et al., 2021).

Estes quatro 4cidos graxos citados sdo utilizados em formulagdes de farmacos no
Brasil para tratamento de feridas (FERREIRA et al., 2012) e estdo presentes em matérias-
-primas para produgdo de fosfolipidicos naturais utilizados em produtos farmacéuticos
orais, dérmicos, parenteral e lipossomas (VAN HOOGEVEST; WENDEL, 2014). O
acido linoleico e oleico estdo entre os essenciais, pois sdo responsaveis pela sintese de
biomoléculas importantes, porém nao sdo produzidos pelo corpo humano sendo apenas
obtidos pela alimentagdo (BERG et al., 2014). Uma dieta deficiente em &cidos essenciais
pode ocasionar problemas de saude como dermatites, alopecia (perda de cabelos), trom-
bocitopenia (reducdo de plaquetas) (MOTTA, 2011).

Dessa forma, dada a importancia da presenc¢a e uso destes compostos, nosso tra-
balho teve como objetivo geral a extracdo do 6leo das sementes de nim por meio do sis-
tema soxhlet, a caracterizag¢do do perfil dos compostos volateis por microextragao em fase
solida modo headspace, seguida de analise por cromatografia gasosa acoplada a espec-
trometria de massas HS-MEFS/CG-EM e dos 4cidos graxos por cromatografia gasosa
com detector de ionizacdo em chamas CG-DIC. Ademais, realizou-se a problematizagao

do impacto do nim no contexto econdomico e bioldgico.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 Contexto econdomico

Na composi¢do da Azadirachta indica foi identificado cerca de 400 de compostos,
que sdo classificados em isoprenodides que sdo substancias possuem em sua estrutura uni-
dades de isopreno (CsHg) ligadas na sequéncia cabega-a-cauda e nao isoprenoides que sao
as classes de compostos quimicos como os flavonoides, 4cidos graxos e compostos orga-
nossulforados, algumas dessas substancias possuem atividade bioldgica conhecida (AH-
MAD et al.,2019; FELIPE; BICAS, 2017; GOPINATH; KARTHIKEY AN, 2021). Den-
tre as moléculas com fungdes conhecidas estdo o nimbin que possui propriedades, tais
como, antissépticas, anti-inflamatorias e fungicidas (GUPTA et al., 2017); e a azadirach-
tina com atividade pesticida (KUMAR; MEHTA; PATHAK, 2018). Devido os vérios
compostos no nim e suas atividades biologicas (BABY et al., 2022), essa arvore serve
como matéria prima para produtos como sabonetes, creme facial, xampu, condicionador,
pasta de dente, pesticidas, fertilizante e biomassa (AHMED; BAMOFLEH; MUNSHI,
1989; GOPINATH; KARTHIKEYAN, 2021; LIN et al., 2021; SILVA, 2019).

Devido a preocupacao com impactos ambientais e saide humana causado por pes-
ticidas sintéticos, os inseticidas vegetais ganharam espago como alternativa para essa de-
manda (MATIAS et al., 2021; MORAIS; MARINHO-PRADO, 2016). A arvore nim ¢
uma referéncia entre os pesticidas naturais devido seus fitoquimicos. No século XX foi o
pesticida botanico com maior interesse em pesquisa € comercializacdo (ISMAN, 1997,
2004).

Apesar dos pesticidas sintéticos serem os mais vendidos, os pesticidas naturais
sdo0 a solugdo para paises em desenvolvimento pelo grande impacto da contaminagdao em
humanos e animais, agricultura organica ou qualquer situacao em que ha risco de conta-
minag¢do por pesticida sintético de forma direta e indireta (ISMAN, 2008), dessa forma o
uso do nim, principalmente o 6leo da semente como pesticida natural demostra ter um
grande potencial para controle de pragas e para desenvolvimento sustentavel (GUPTA,
2022).

Em 1985 foi aprovado o primeiro pesticida a base de azadirachtina em nome da

empresa Vikwood Botamcals, no Estudos Unidos pela Agéncia de Prote¢do Ambiental



16

dos EUA (EPA) (WALTER, 1999). Entre as patentes registradas mundialmente, as trés
maiores segundo Girish e Shankara (2008) sdo de protecao de cultivos (63 %), cuidados
de saude (13 %) e industriais (5 %). Os paises Estados Unidos, India, Russia, Japdo, Aus-
tralia, Brasil e outros possuem registros de patentes de produtos a base de nim. Os produ-
tos brasileiros sdo os fertilizantes e pesticidas (CAMPOS et al., 2016).

A maioria das patentes registradas sdo para protecdo de cultivos, isso indica que
existe um aumento no interesse por biopesticida, este segmento cresceu 10 % globalmente
(KUMAR; SINGH, 2015) e estimasse que continuara se desenvolvendo cerca de 15 % a
cada ano, sendo possivel ultrapassar o crescimento de pesticidas sintéticos (MARRONE,
2014). O mercado de pesticida ja lucrou U$ 56 bilhdes e do biopesticidas U$ 3 bilhdes
(MARRONE, 2014), e esta previsto um aumento de produgdo de “US$ 8,82 bilhdes nos
Estados Unidos até 2022, US$ 8 bilhdes na Europa até 2024 ¢ USS$ 1,363 bilhdo na China
até 2025” (AZIZBEKYAN, 2019, p. 2). Entre os biopesticidas, os que possui maior des-
taque no comércio sao os que contém a substancia azadiractina na formula do produto
(KILANI-MORAKCHI; MORAKCHI-GOUDIJIL; SIFI, 2021).

Entretanto, o mercado de pesticida organico pode enfrentar o obstaculo do mono-
polio das industrias agroquimicas, pois estas empresas realizam fusdes e aquisi¢des com
a finalidade de permanecerem consolidadas no mercado, dessa forma, diminuem a con-
corréncia e ofertam no mercado solu¢des mais lucrativas e que nao prezam pela susten-
tabilidade econdmica (FABER, 2020).

As multinacionais Bayer, Basf e Sygenta investem em solugdes biopesticidas, re-
alizando contrato de venda de solucdes bioldgicas com varios paises, criagdo de departa-
mento e realizando aquisi¢des e fusdes com outras empresas, dessa forma demostram
interesse nesse segmento (AZIZBEKYAN, 2019). Cabe as agéncias reguladoras avaliar
essas novas tecnologias com base em varias fontes confidveis além das disponibilizadas
pelas empresas e ndo submeter a qualquer tipo de interesse para garantir a seguranca pu-
blica do uso de novos produtos (MEGHANI, 2021).

O material obtido ap6s a extragdo 6leo, conhecido como torta ou bolo do nim, ¢
utilizado como fertilizante, possui a capacidade de aumentar a matéria organica e de ini-
bicdo da nitrificagdo, diminuindo a perda de nitrogénio (LOKANADHAN; MU-
THUKRISHNAN; JEYARAMAN, 2012; VERMA; ROSHAN, 2015). A torta de nim
também pode ser utilizada combinado com outros fertilizantes organicos e inorganicos,

para aumentar os beneficios. A combinacdo com fertilizantes inorganicos, permite com a
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planta tenha acesso mais rapido aos nutrientes e com o bolo de nim forma lenta (EI-
FEDIYI et al., 2017).

Na India houve a permissdo da industria realizar 100 % do revestimento da ureia
com nim, devido o melhor aproveitamento do nitrogénio como fertilizante e reducao da
formacao de 6xido nitroso, e este composto colabora com o aquecimento global (PRA-
SAD; PRASAD, 2018). Atualmente o Brasil ¢ um grande importador de fertilizantes,
dessa forma existe o risco da falta destes suplementos diante alguma adversidade no ce-
nario mundial, como no caso do conflito entre a Ucrania e Russia onde o fertilizante russo
foi limitado pelo governo a exportagdo. Dessa forma, considera-se o uso do nim como

alternativa de suprir as demandas da produgao agricola brasileira.

2.2 Botanica

O nim ou neem possui nome cientifico Azadirachta indica A. Juss natural de Mi-
anmar (antiga Burma) e da regido do subcontinente indiano. A 4rvore nim ¢ utilizada a
mais de 2000 anos na india como defensivo agricola, uso medicinal para humanos e ani-
mais; ¢ utilizado também em cosméticos, adubo e paisagismo (BRITO et al., 2006; MOS-
SINI; KEMMELMEIER, 2005; NEVES; OLIVEIRA; NOGUEIRA, 2003). Através de
estudos, sabe-se que os seguintes compostos possuem atividade bioldgica e sdo encontra-
dos no nim: flavonoides, catequinas, antocianinas, quercetinas, saponinas, taninos, limo-
noides, acido gélico e outros polifendis menores (ISLAS ef al., 2020).

Entre as substancias que foram identificadas na arvore que possuem ag¢do inseti-
cida sabe-se que a azadiractina tem maior eficiéncia, além disso, esse composto esta dis-
ponivel em todas as partes da planta (PAULO, 2017), no entanto, as sementes tem a maior
concentracdo de azadiractina que pode variar com condi¢cdes ambientais e genéticas, as
folhas também sao utilizadas para produzir extrato para combater pragas (SCHMUTTE-
RER, 1990).

O conhecimento da existéncia do nim pelo mundo ocidental aconteceu por meio
do entomologista Heinrich Schmutterer em 1959, apds observar que os gafanhotos nao
atacavam as arvores da espécie Azadirachta indica no deserto do Sudao. Com os conhe-
cimentos adquiridos, Schmutterer presidiu diversas palestras ao redor do mundo, inici-

ando na Alemanha em 1980. Dessa forma, interesse sobre as propriedades do nim faz
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com que pesquisas em todo mundo sejam realizadas (ISMAN, 2004; MONDAL;
CHAKRABORTY, 2016).

“No Brasil, as primeiras introdugdes feitas de forma oficial foram pela Fundagao
Instituto Agronémico do Parana (Iapar), em 1986, com sementes procedentes das Filipi-
nas e, em 1989, com sementes da India, Nicardgua e Reptiblica Dominicana” (NEVES;
CARPANEZZI, 2008, p. 1). Com o potencial economico devido suas caracteristicas, no
final dos anos 90, o nim passou a ser cultivado em diversos estados, do sudeste, sul, nor-
deste, centro-oeste e norte (incluindo Tocantins) (NEVES; CARPANEZZI, 2009). Entre-
tanto, nessa introdugdo em maior parte, ndo houve o acompanhamento técnico de insti-
tuicdo especializada, ndo sabendo a forma de cultivo e também a qualidade dos produtos
a base de nim (CARPANEZZI; NEVES, 2010).

Ha registro de plantacdes de nim em algumas regides brasileiras, na regido da
Mata Mineira-MG (SOUZA et al., 2021), Brejinho de Nazaré-TO (PENTEADO et al.,
2011), Catanduva-SP e Barreiras-Ba (BITTENCOURT et al., 2009). Contudo, essa espé-
cie de arvore pode proliferar rapidamente, mesmo que plantada, em pequenas quantidades
como € no caso da cidade de Araguaina-TO onde encontra-se em toda regido, isso ocorre
devido adaptacdo aos biomas Cerrado, Caatinga, Floresta Amazonica e Mata Atlantica
(SANTOS et al., 2020).

A Azadirachta Indica A. Juss, Figura 1, € uma arvore que se desenvolve em regi-
Oes tropicais e subtropicais, sob temperaturas entre 48-50 °C, mas seu desenvolvimento
¢ afetado em temperaturas abaixo de 14 °C. A arvore suporta secas prolongadas, sem
exigéncias de solos ricos em nutrientes, mas nao tolera solos imidos e salinos. O nim
pode atingir a altura de até 15 m, entretanto, dependendo das condi¢des climaticas e solo
pode atingir até¢ 25 m (LOGANATHAN et al., 2021; NEVES; OLIVEIRA; NOGUEIRA,
2003).
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Figura 1 - Azadirachta Indica A. Juss

i

Fonte: Autoria propria (2022).

As folhas sdo verdes-escuras (NEVES, 2004), “compostas e imparipinadas aglo-
meradas nos extremos dos ramos, simples e sem estipulas” (BITTENCOURT, 2013, p.
5). “O fruto ¢ uma baga ovalada com 1,5 a 2,0 cm de comprimento e, quando maduro,
apresenta polpa amarelada e casca (tegumento) branca dura contendo um 6leo marrom no
interior de uma ou, raramente, em duas sementes." (NEVES; OLIVEIRA; NOGUEIRA,
2003, p. 2). As flores sdo brancas, aroma doce-perfumado, hermafroditas, 1,5 mm de
comprimento e as pétalas 6 mm de comprimento (LOGANATHAN et al., 2021; NEVES;
OLIVEIRA; NOGUEIRA, 2003), floresce de janeiro a maio (NICOLETTI; MURUGAN,
2013).

Figura 2 - A — Flores; B — sementes imaturas (verdes) e maduras (amarelas) de nim

Fonte: Autoria propria (2022).

Segundo Gruber (1992) entre as condigdes ideais para frutificacdo, estdo a preci-

pitagdo anual de 800-1800 mm e pH do solo entre 6,5 a 7,5. A frutificacdo ocorre uma
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vez por ano, mas em condi¢des de baixa precipitagdo e em temperatura de 30 °C € possi-
vel que haja duas vezes (OLIVEIRA et al., 2005). Apos 75 dias da abertura das flores, os
frutos podem amadurecer (NEVES; CARPANEZZI, 2008), dessa forma, deve tomar de-
vida ateng¢do para colheita, tendo em vista que apos amadurecer os frutos caem.

Condigdes tais como; tipo de solo, genotipo da arvore, localizagdo geografica,
clima de desenvolvimento da arvore e estagio de maturagdo dos frutos sdo fatores que
afetam o rendimento do 6leo da semente de nim (CHAUDHARY et al., 2021; NZIKOU
et al., 2009; SAHA TCHINDA et al., 2021).

2.3 Principal fitoquimico com atividade inseticida

A azadiractina ¢ categorizada como limonoide que pertence a classe dos terpenoi-
des conhecidos como isoprendides, os limonodides sdo a maioria dos compostos caracte-
rizados na semente de nim (GUMIERO, 2008; LUDWICZUK; SKALICKA-WOZNIAK;
GEORGIEV, 2017; SILVA et al., 2007). A azadiractina possui a féormula quimica
C35H44016, massa molecular 720,72 g/mol, 16 centro estereogénicos, ponto de fusdo de
154-158 °C e absor¢do maxima no ultravioleta 215 ¢ 217 nm (LOGANATHAN et al.,
2021; MORGAN, 2009).

O primeiro isolamento da azadirachtina aconteceu em 1968 (VEITCH; BOYER;
LEY, 2008) por J. H. Butterworth e E. D. Morgan que tinham conhecimento que a Aza-
dirachta indica A. Juss € um repelente alimentar de gafanhotos (e varios outros insetos)
dessa forma atribuiram o nome da substancia de azadirachtina (BUTTERWORTH;
MORGAN, 1968), em 1972 publicaram trabalho com a primeira elucidagdo estrutural
contendo alguns elementos do composto (BUTTERWORTH; MORGAN; PERCY,
1972). Em 1975 a estrutura completa foi identificada (ZANNO et al., 1975), alguns anos
seguintes novas estruturas foram propostas (MORGAN, 2009) e em 1986 a estrutura elu-
cidada pelo método de difragdo de raio-x de cristal tinico permitiu maior confiabilidade
na estrutura do composto (BROUGHTON et al., 1986).

A estrutura da molécula Azadirachtina possui os seguintes grupos:

A azadiractina possui 16 estereocentros, 7 quaternarios e 9 secundarios, bem

como 4 grupos éster diferentes, 2 grupos hidroxi (um pertencente a um sistema
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de anel hidroxildihidrofurano extremamente sensivel a acidos), um semiacetal
sensivel a acidos e bases e um dificil acesso ao epoxido. Esta complexidade
estrutural e sensibilidade da molécula alvo torna a sintese total de azadiractina

um enorme desafio (JAUCH, 2008, p. 34).

Figura 3 - Estrutura molecular da Azadirachtina

0=, ©
e o
Fonte: Autoria propria (2022).

Como sabemos, as proximas geracdes das pragas que sdo combatidas com inseti-
cidas quimicos podem desenvolver resisténcia ao produto, no caso do biopesticida a base
de nim, essa consequéncia ¢ considerada pouco provavel devido ao fato de existirem va-
rios modos de agdes e compostos com atividade biologica (KOUL, 2004a). Apesar dessas
vantagens, a azadiractina possui certas limita¢des, pois pode sofrer fotodegradacao e ¢é
sensivel a acido e base (FLORES—CESPEDES etal., 2015; LEY; DENHOLM; WOOD,
1993).

Os pesticidas naturais possuem varias classes de substancias que provocam a si-
nergia, e isso ¢ observada em varios estudos, dessa forma adquiram-se mais beneficios
tais como ampliar a quantidade de insetos alvos, maior eficacia no combate de pragas e
redugdo da possibilidade de resisténcia na populacao de insetos (AKHTAR; ISMAN,
2013). No caso dos produtos a base de nim ¢ observado uma melhor efic4cia nos deriva-
dos do extrato de nim contendo além da azadiractina outros compostos bioativos (BOM-
FORD; ISMAN, 1996; FENG; ISMAN, 1995), isso ¢ possivel devido a outros limondides
presentes na composicao do extrato (ISMAN et al., 1996).

Devido as sementes serem uma fonte rica em azadiractina (onde ¢ presumido uma
grande eficacia sobre a maioria das pragas), elas sdo utilizadas na produg¢ado do 6leo, que
¢ considerado produto principal (CAMPOS et al., 2016). Dentre os resultados encontra-

dos no 6leo de nim sdo: inibir o crescimento de insetos, afastar a presenca de insetos,
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causar infertilidade, efeito anti-alimentar, reducao da ingestao de alimentos, esterilidade
de ovos (ASCHER, 1993; KRIST, 2020); no entanto, ndo ¢ observado toxicidade em
vertebrados (MORGAN, 2009).

2.4 Extracao do dleo de nim

Existem varias técnicas de extra¢do, nos quais podem ser citadas: prensagem a
frio e prensagem a quente (SAVOIRE; LANOISELLE; VOROBIEV, 2013), extragio
com fluido supercritico (UWINEZA; WASKIEWICZ, 2020), hidrodestilagdo (SOUZA;
ESPINHEIRA; MARQUES, 2019), maceragdo, extragdo com ultrassom e soxhlet (BE-
NELLI, 2012). No entanto, dentre as técnicas supracitadas, o soxhlet ¢ o método mais
utilizado em escala laboratorial (RANDALL et al., 2012).

O método de extragdao de soxhlet (Figura 4) ¢ considerado como de lixiviagao,
trata-se de uma técnica que utiliza solvente para extrair os compostos da amostra (LU-
QUE DE CASTRO; PRIEGO-CAPOTE, 2010). Existem vantagens em relacdo a essa
técnica, algumas delas sdo: repeticdo em ciclos do solvente na extracdo da amostra, ndo
ha necessidade de filtragdo apos o processo de extragdo e a temperatura do sistema per-
manece alta, devido suas caracteristicas. Dentre os pontos negativos, estao: tempo para
extracdo elevado (cerca de 2 horas); degradacdo das substancias termoldbeis, devido a
temperatura usada ficar proxima ao ponto de ebulicdo do solvente (extrator); a necessi-
dade de mais uma etapa de evaporacao do solvente contido na amostra apos a extragao
(LOPEZ-BASCON; LUQUE DE CASTRO, 2020).

O hexano ¢ o solvente mais utilizado na extragdo por solvente devido ser apolar
permitindo extrair os lipidos, hidrocarbonetos e glicerideos em temperaturas ndo muito
altas, possui baixo custo e ¢ inerte ao 6leo de nim (CHAUDHARY et al., 2021). No nosso
trabalho utilizou-se o solvente hexano, devido ter o ponto de ebuli¢do ser menor que o
etanol, outro solvente que pode ser utilizado na extra¢do do 6leo, dessa forma gasta-se
menos energia no processo de rotaevaporagdo e diminui a possibilidades de degradar al-

guma substancia volatil.

Figura 4 - Sistema soxhlet
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Fonte: Autoria propria (2022).

O ¢6leo extraido por sistema soxhlet em trabalhos cientificos apresenta resultados
satisfatorios. Tesfaye e Tefera (2017) realizaram trés extragdes com os seguintes solven-
tes e misturas de solventes organicos: n-hexano, etanol e etanol-hexano. Os maiores ren-
dimentos, considerado o menor tempo, sdo da combinagao etanol-hexano e somente he-
xano, nos valores respectivamente de 43,71 % e 40,35 %, sendo o ultimo obtido em menor
tempo. No estudo realizado por Saha Tchinda et al. (2021) foi avaliado o rendimento do
6leo de nim entre as técnicas ultrassom, micro-ondas, soxhlet e a sua composi¢ao quimica
ao final de cada processo. O resultado de maior rendimento foi obtido empregando a téc-
nica soxhlet, cerca de 59 %, e os contetudos fendlicos ndo foram muito distintos em com-
posi¢do em relacdo a ultrassom e micro-ondas. Outros artigos mostram rendimentos de
54,69 % (OJEWUMI et al., 2021) e 13,33 % hexano (Y et al., 2019) do 6leo extraidos

com solvente hexano.

2.5 Aspectos organolépticos do 6leo da semente de nim

O oleo da semente do nim contém uma cor marrom-amarela que varia de claro a
escuro, € amargo e exala um aroma semelhante ao de amendoim e alho (ALI et al., 2013;
DE GROOT; JAGTMAN; WOUTERSEN, 2017). A caracteristica amarga do 6leo ¢ re-
sultado da presenca dos compostos nimbinin, nimbin, nimbidiol e nimbidin, esse ultimo

composto € obtido por processo de hidrolise, forma acido nimbinia que contém enxofre e
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¢ responsavel pelo sabor amargo. Os compostos mencionados sdo responsaveis pelo
aroma, assim como também os compostos que sdo constituidos de enxofre
(CHAUDHARI et al., 2013; FERNANDES, 2014; RUKMINI, 1987).

De acordo com Balandrin, Lee e Klocke (1988) os compostos organosulforados
volateis t€ém um provavel papel de defesa quimica nas sementes contra invasores, dessa
forma ¢ usado como inseticida, da mesma forma que a folha possui volateis que permitem
usa-la como defensivo contra pragas. Do mesmo modo, atribui-se parcialmente as propri-
edades de antibiotico e farmacoldgicas aos volateis organosulforados.

Rao e Seshadri (1942) relatam que os trabalhos que estudaram a composi¢ao de
acidos graxos possuem resultados similares, e os dcidos graxos em maior proporgao sao
o acido linoleico, oleico, palmitico e estedrico. O acido linoleico e oleico estdo entre os
essenciais, pois nao sao produzidos pelos humanos apenas sao obtidos pela alimentagao
e sdo responsaveis pela sintese de biomoléculas que tem fungdes importantes para o or-
ganismo (BERG et al., 2014; MOTTA, 2011).

Os acidos palmitico, estearico e oleico sdo relatados por Mank e Polonska (2016)
como utilizados em cosméticos, eles possuem diferentes fungdes, respectivamente: emul-
sificante e emoliente; auxilia na restauragdo da pele e responsavel pelo reparo da barreira
da epiderme e conservar a umidade.

O perfil de acido graxo do 6leo de nim assemelha-se de 6leo de sementes de
outros vegetais, tais como gergelim (Sesamum indicum L.), Camellia Oleifera, Opuntia
ficus-indica, cacto, Punica granatum L. e algodao, os 4cidos linoleico e oleico sdo os
mais concentrados seguido dos palmitico e estearico na maioria dos casos citados (CIRI-
MINNA et al., 2017; DE WIT; HUGO; SHONGWE, 2018; LUKONGE; LABUS-
CHAGNE; HUGO, 2007; MA et al., 2011; MELGAREJO et al., 1995; UZUN; ARS-
LAN; FURAT, 2008).

Figura 5 - Oleo da semente de nim

Fonte: Autoria propria (2022).
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2.6 Meétodos de analise cromatografica

2.6.1 Cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-EM)

A cromatografia gasosa (CG) trata-se de uma técnica capaz de separar substancias
volateis por diferenca de tempo de eluicdo a partir da interacdo entre uma fase estacionaria
(fixa) e fase movel (gasosa), apds aquecimento no momento da inje¢do. Emprega-se esta
técnica devido a capacidade de analise de varias substancias de uma amostra (de acordo
com as propriedades das moléculas), devido seu poder de resolugdo e com concentragdes
em torno de picograma e miligramas ¢ possivel obter resultados quantitativos, devido sua
sensibilidade (COLLINS; BRAGA; BONATO, 2006).

A espectrometria de massas (EM) ¢ uma técnica que permite identificar os com-
postos separados previamente pela cromatografia gasosa, e ocorre a partir conversao das
substancias da amostra em ions e a fragmentagao pela fonte de ionizagdo do EM. Poste-
riormente os ions sdo selecionados pelo analisador de acordo com sua razdo massa/carga
(m/z). A tGltima etapa, os ions separados sdo detectados e o sistema produz um gréfico
contendo a intensidade do ion em relagdo a (m/z) (SKOOG; HOLLER; NIEMAN, 2002).
A aplicacdo dessa técnica ¢ bastante ampla, na area da quimica, farmacologia, médica,
forense entre outros, pois trata-se de moléculas organicas, sendo, portanto, abrangente
(PAVIA et al., 2010).

Com a técnica de microextragao de fase solida (MEFS) realiza-se tratamento de
amostra sem precisar de solvente, amostragem e extragdo de uma pequena por¢ao de
substancias com minima quantidade do analito de forma simples, em pouco tempo e em
uma Unica etapa (DELGADO et al., 2010; OUYANG; VUCKOVIC; PAWLISZYN,
2011; PENG et al., 2022).

Para extracao das substancias volateis uma das técnicas utilizadas € o sistema /e-
adspace (HS) com a microextragao de fase solida, que consiste em expor a fibra no holder
a0 headspace da amostra em um recipiente fechado, de forma que capture as substancias
volateis liberados da amostra na parte superior do frasco. Essa técnica protege a coluna
de substancias nao volateis, prologando o tempo util de vida da coluna cromatografica e

ndo exige etapa de purificagdo da matrix (AULAKH et al., 2005; MONTEIRO, 2012).
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Dessa forma, essa técnica HS-MEFS pode ser empregada com CG-EM, sendo que ¢ bas-
tante utilizado para analisar substancias volateis de plantas (BURZYNSKI-CHANG et
al., 2018). Outro modo de anélise ¢ a injecao direta por solvente, utiliza-se quando a
amostra possui compostos simples sendo estavel termicamente (KYLE, 2017; POOLE,
2021). Além disso, algumas substancias podem ser detectadas na injecdo no modo direto
e ndo pela MEFS.

Considerando as capacidades analiticas supracitadas de cada técnica, o método
CG-EM ¢ capaz de analisar variedades de compostos volateis de diferentes classes qui-
micas no 6leo de nim, tais como: alcaloides, terpenos, fendis, aminas, hidrocarbonetos,
flavonoides, ésteres, compostos sulfurados, acidos graxos e curaminas (PERERA; KA-
RUNARATNE; CHINTHAKA, 2018; TULASHIE et al., 2021). Dentre esses, alcaldides,
flavonoides, fendis e terpenos sdo conhecidos pelas atividades benéficas a saude e bio-
pesticida (DILLARD; GERMAN, 2000; EGBUNA et al., 2018).

O estudo realizado por Tulashie et al. (2021) detectaram cerca de 34 compostos,
0s compostos volateis com maior composi¢do percentual sdo: esqualeno (21,61 %); oleato
de etila (18,99 %); octadecanoato de etila (14 %) e hexadecanoato de etila (12.9 %).

Volateis de sementes de nim foram capturados por fibra MEFS e analisados por
CG-EM, obteve 4 compostos majoritarios, (z)-9,17-octadecadienal (25,47 %), &cido pal-
mitico (24,34 %), S-cloroindol (10,27 %) e 2-metoxitiofeno (3,44 %) (SHIVASHAN-
KAR; ROY; MOORTHY, 2012).

Algumas substancias volateis citadas possuem propriedades conhecidas, o esqua-
leno ¢ um antitumoral, anticancer, antioxidante, previne doengas cardiovasculares, dimi-
nui o nivel de LDL no sangue e os danos na pele ocasionados pela radiagao UV (LO-
ZANO-GRANDE et al., 2018; NARAYAN BHILWADE et al., 2010).

O hexadecanoato de etila funciona como antioxidante, antihemolitico, hipocoles-
terolémico, nematicida e antiandrogénico (TYAGI; AGARWAL, 2017). Ja o (z)-9,17-
octadecadienal possui atividade antibacteriana (MEHRANIAN et al., 2017).
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2.6.2 Cromatografia Gasosa com Detector de Ionizagdo em Chamas (CG-DIC)

No detector de ionizagdo em chamas (DIC), os compostos a serem analisados sao
ionizados por uma chama originada da combustao da mistura de hidrogénio e ar, e depois
os ions sdo detectado por um eletrodo (MONTEIRO, 2012).

O detector de ionizagdo em chamas ¢ usualmente empregado em cromatografo
gasoso devido sua simplicidade, sensibilidade, robustez e por ser universal (BAI; CAR-
LTON JR.; SCHUG, 2018; BICCHI et al., 2008). Este detector ¢ considerado universal,
porque responde a uma variedade de compostos organicos com a vantagem da analise ndo
sofrer interferéncia das impurezas do gas de arraste e alteragdes das condigdes analiticas,
por exemplo, a pressao. (ANYAKUDO; ADAMS; VAN SCHEPDAEL, 2020; MON-
TEIRO, 2012; SILVA, 2020).

Ugoeze, Oluigbo e Chinko (2020) detectaram fitoquimicos presentes no extrato
das folhas de nim, cerca de 19 compostos, os com maior composi¢ao percentual: lunama-
rina, 21,36 %; sapogenina, 15,79 %; naringenina, 8,99 %:; antocianina, 7,70 % e oxalato,
7,10 %. Em outro trabalho realizado por Ugoeze et al. (2021) na analise de fitoquimicos
do extrato das folhas, os que contém maior concentracao sdo: linamarina, 41,08 pg/mL;
sapogenina, 30.36 pg/mL; naringenina, 17.30 ug/mL; antocianina, 14.81 pg/mL e oxa-
lato, 13.66 ng/mL.

Nwankwo et al. (2021) fizeram a caracterizacdo quimica do extrato da folha do
nim, cerca de 18 metabolitos foram encontrados, entre eles estdo: tanino, flavona, canfe-
rol, catequina, fenol, sapogina e antocianina com maior area.

Algumas das substancias detectadas por CG-DIC tiveram suas atividade bioldgi-
cas relatadas, a sapogenina ¢ anti-inflamatoria, antinociceptiva, e antioxidante (PASSOS
et al., 2022). A naringenina possui a¢do anti-inflamatodria, antioxidante e aplicagao tera-
péutica contra doengas cardiovasculares, neuroldgicas, gastrointestinais e reumatoldgicas
(RANTI et al., 2016).

A antocianina tem efeitos terapéuticos tais como anticancerigeno, no sistema ner-
voso, circulatdrio, digestivo, imunoldgico, urindrio, sensorial e enddcrino (LIU et al.,
2021). Enquanto, oxalato ¢ um antinutriente impede a absor¢do do célcio, formando oxa-
lato de calcio (UGOEZE; OLUIGBO; CHINKO, 2020).

Na literatura, o perfil de 4cidos graxos no 6leo de nim majoritariamente constitu-

ido de acidos oleico, acido linoleico e em menores concentragdes acido palmitico, acido
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estedrico e também pode ser encontrado 4cido linolénico (CHAUDHARI et al., 2013;
DJIBRIL et al., 2015; GOSSE et al., 2005; MULLA et al., 2020; RUKMINI, 1987;
SAHA TCHINDA et al., 2021; SHINA et al., 2022).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivos gerais

e Extrair e caracterizar quimicamente o 6leo de semente de nim (Azadirachta in-

dica).

3.2 Objetivos especificos

e Extrair o 6leo de sementes de nim utilizando o sistema soxhlet e solvente hexano;
e Detectar os compostos volateis do 6leo de nim por CG-EM;

e Quantificar os 4cidos graxos do 6leo de nim por CG-DIC;

e Comparar o perfil graxo entre o 6leo extraido da semente e comercial de nim;

e (aracterizar e refletir sobre o contexto econdmico e biologico da Azadiractha in-

dica.
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4 PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

4.1 Coleta das sementes de nim

As sementes de nim foram coletadas nos meses de novembro e dezembro de 2021,
na Universidade Federal do Norte do Tocantins (UFNT) unidade Cimba (-
7.181285262491843, -48.19801163546441) em Araguaina-Tocantins. As sementes ma-
duras foram despolpadas usando uma peneira comum de nylon, e logo depois secas, sob
o sol, por cerca de 18 dias. Ja, as sementes imaturas eram reservadas separadamente, por
uma semana, até se tornarem totalmente maduras para depois serem despolpadas. Apos
todas as sementes despolpadas, foram levadas para a UFNT unidade Escola de Medicina
Veterinaria e Zootecnia (EMVZ), e adicionadas em uma estufa de secagem com circula-

¢do de ar por 55 °C por 72 horas.

4.2 Extracao do dleo

Depois de secas, as sementes foram descascadas e maceradas quantidade sufici-
ente para a extragdo, utilizando-se um almofariz (gral) com pistilo de porcelana e reduzi-

das a graos como mostra a Figura 6.

o '}k__‘

Fonte: Autoria propria (2022).
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A massa da amostra macerada foi medida, cerca de 11,0 g, em balanga analitica
(Modelo AUY?220, marca Shimadzu), em seguida transferidas para o cartucho de filtro
de papel, como mostra a Figura 7, e depois introduzido no sistema de extra¢cdo soxhlet. O
solvente utilizado para extrair o 6leo foi o n-hexano grau analitico P.A., onde realizou no
total 8 ciclos de extragdes. Ao terminar a extragdo a amostra foi levada para o rota-eva-
porador (marca Lucadema, modelo Luca-EV01) com banho de aquecimento (marca Fisa-
tom e modelo 550) com capacidade de 4 litros, empregando baldes de evaporacao de 100
a 2000 mL, ilustrado conforme a Figura 8. Apos a evaporagao do solvente hexano, trans-
feriu-se o 6leo para um béquer e adicionou-se sulfato de sdédio anidro para retirada de
resquicios de 4gua na amostra. Depois, filtrou-se a amostra contendo o sal, em papel filtro,

e pesou-se a massa residual em balanga analitica e calculou-se o rendimento do 6leo.

Figura 7 - Cartucho com amostra de nim

Fonte: Autoria propria (2022).

Figura 8§ - A - Amostra extraida no soxhlet; B - rota-evaporacao do 6leo

L=

2022).

B s e p K.
Fonte: Autoria propria (

O célculo do rendimento do 6leo foi obtido pela Equagao 1:

Massa do 6leo
. . — 0, ~
Redimento do 6leo Massa do amostra x 100% Equac;ao (1)
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4.3 Analises cromatograficas

4.3.1 Microextragdo em fase solida por headspace (HS-MEFS)

Para o preparo da amostra por HS-MEFS, pesou-se cerca de 1,2635 g do 6leo de
nim e transferiu-se para um vial para headspace de 10 mL de vidro transparente com
tampa de silicone. Posteriormente, colocou-se o vial sobre o agitador magnético (Modelo,
IKA C-mag HS 4) por 15 minutos a uma temperatura aproximada de 45 °C monitorada
com termémetro infravermelho (modelo ST-600, marca Incoterm). Depois, inseriu-se a
agulha do holder no vial, expondo a fibra MEFS (revertida por filme de carboxen/polidi-
methilsiloxano) ao headspace do vial por 15 minutos para capturar os volateis (Figura 9).
Em seguida, recolheu-se a fibra, retirou-se o holder do frasco e transferiu-se para o CG-

EM para analise dos volateis (Figura 10).

Figura 9 - Extragdo dos volateis por HS-MEFS

Fonte: Autoria propria (202).

Para separagdo das substancias volateis, utilizou-se o cromatdgrafo a gas acoplado
ao espectrometro de massas (CG-EM Agilent Technologies 7890B CG system ¢ o EM
5977B MSD) (Figura 10). Antes de realizar a corrida cromatografica, efetuou-se o con-
dicionamento da fibra de MEFS de acordo com as condigdes recomendadas do manual.
A configuragdo da corrida cromatografica foi otimizada da literatura para 6leos e alimen-
tos: injetor, 250 °C; temperatura do forno inicial 40 °C, com uma taxa de aumento 4
°C/min até os 220 °C e apds 20 °C/min finalizando em 280 °C, a corrida teve com tempo

total 50 minutos; a temperatura da fonte de ionizacao foi 230 °C e quadrupolo 150 °C. O
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gas de arraste foi o hélio (99,999 % de pureza) modo de injegdo split 1:50, inje¢do manual;
a coluna foi do tipo capilar HP-5MS (5 % fenilmetilpolissiloxano) com dimensdes 30 m
x 25,0 um x 0.25 um. A fonte de ionizag¢do do espectrometro de massas emiti uma energia
ionizagao de 70 eV.

Para a identificacao dos compostos utilizou a biblioteca NIST 2014 presente no
programa disponibilizado pela Agilent e o NIST Chemistry Book on the Web, a confirma-

¢do ocorreu por calculo e confirmagdo por referéncia do indice de Kovats.

Figura 10 - Inje¢do manual da amostra com a fibra MEFS no CG-EM

i3

Fonte: Autoria propria (2022).

Para analise do 6leo no modo de inje¢ao automatica com solvente, dilui-se o 6leo
narazdo 1/100 em hexano (V/V) empregando de uma micropipeta 10-100 pL e 100-1000
pL. A injecdo ocorreu no modo split 1:50, e cerca de 1 pL. da amostra foi injetada de
forma automatica utilizando uma seringa de vidro de 10 pL. As condigdes cromatografi-
cas empregadas foram otimizadas de acordo com o trabalho de Hossain ef al., 2013. A
temperatura inicial do forno foi 45 °C, permanecendo por 3 minutos, com taxa de aque-
cimento 3 ° C/minuto, até atingir 150 °C com variagao de 20 °C/minutos finalizando em
250 °C, o tempo de anélise com durag¢do de 48 minutos. A temperatura do injetor, 155 °C
e fonte de ionizacao 230 °C e quadrupolo 150 °C. No espectro de massas a energia de

ionizagao ¢ de 70 eV utilizado no sistema de ionizacao de elétrons.
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4.3.2 Determinagao de indice de Kovats

Uma mistura de padrao de n-alcano (C7-Cso) foi utilizada para determinar o indice
de Kovats de cada composto detectado na analise dos oleos, através dos tempos de reten-
¢do dos n-alcanos, dos compostos e comparando valores da literatura que tenham a
mesma fase estacionaria da coluna capilar. Os pardmetros das corridas cromatograficas
utilizados foram os mesmos das analises dos oleos, exceto para injecdo da fibra MEFS,

que ocorreu no modo automatico. Calculou-se o indice de Kovats empregando a Equagao

(2):

t,X — t,N

=——x100 E ao (2
ENo—tN +n quagao (2)

Onde:

IK: Indice de Kovats;

t:X: Tempo de retengcdo do composto estudado;

t:N: Tempo de retencdo do alcano N com o valor tempo de retenc¢do (t;) anterior ao do
tX;

t:N+1: Tempo de retencdo do alcano N com o valor tempo de retencao (t;) posterior ao do
tX; e

n: numero de atomos de carbono do alcano N com tr anterior ao t.X.

4.3.3 Cromatdgrafo gasoso com detector de ionizagdo de chama (CG-DIC)

Para anélise cromatografica, adicionou-se, em copo de Teflon, 5 g de 6leo de mim,
10 mL de metanol e 50 mg de catalisador. O copo foi introduzido em uma autoclave de
aco inoxidavel a qual foi hermeticamente fechada e colocada em um aquecedor com agi-
tacdo com temperatura de 150 °C por um periodo de 4 horas. Apos esse tempo, retirou-

se o material do copo e centrifugou-se para separar o catalisador do meio reacional. O
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excesso de metanol foi evaporado utilizando-se um rotaevaporador, obtendo assim os és-
teres metilicos de acidos graxos.

Pesou-se 114 mg da amostra e adicionou-se 1 mL de cloroférmio. Posteriormente,
esterificou-se o oleo e utilizou-se um cromatografo a gas CG — Shimadzu 2010 plus, com
coluna capilar Rtx-Wax, acoplado com detector de ioniza¢do de chama (DIC) (Figura
11), injetando-se (1 pL) de amostra e com programacao de temperatura da coluna de 210
°C por 50 minutos, a temperatura do DIC de 250 °C e os fluxos de H», de ar e gas de
arraste (N2) 40, 400 e 1,6 mL min™!, respectivamente. Utilizou-se um padrio de 6leo de
sementes para identificar os dcidos graxos.

Uma amostra comercial de 6leo de nim, adquirida numa loja de produtos agrope-
cudrios localizada na cidade de Teresina-Pi, foi analisada nas mesmas condig¢des para

efeito de comparagao com o perfil do d6leo extraido das sementes.

Figura 11 - Cromatégrafo Gasoso com Detector por lonizagdo de Chama (CG-DIC)
L 4 '

Fonte: Autoria propria (2022).

A Figura 12 mostra a estrutura basica com o simbolo que representa os acidos
graxos de acordo com o niimero de carbono, insaturacdo ou saturagdo e estereoquimica.

Para identificar os acidos graxos utilizou-se os simbolos abordados por Dewick (2009).

Figura 12 - Explicacao da interpretagdao do simbolo do acido graxo
Numero de atomos de carbono

Posigdo das hipacdes du

v igdo das lig duplas

18:2 (9¢c,12c)
1 8. S Estereoquinuca de hgagdes duplas
Numero de higacdes duplas
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Fonte: Dewick (2009).

Abaixo estdo as figuras das estruturas dos acidos graxos identificados pelo CG-
DIC, e seus respectivos nomes, para o acido linolénico as figuras sdo as possiveis estru-
turas considerando que nao ¢ possivel saber a estereoquimica do composto pelo equipa-

mento.

Figura 13 - Acido palmitico C16:0
0

HEGA/\/\A/\M)]\DH

Fonte: Autoria propria (2022).

Figura 14 - Acido estearico C18:0
0

H,C MN\AN\A)J\GH

Fonte: Autoria propria (2022).

Figura 15 - Acido oleico C18:1 (9¢)

HsC /\‘/\/\/\‘//f’:\/\/\/\)LGH

Fonte: Autoria propria (2022).

Figura 16 - Acido linoleico C18:2 (9¢,12c)

H,C /\/W/W\A/\)J\QH

Fonte: Autoria propria (2022).
Figura 17 - a-acido linolénico C18:3 (9¢,12¢,15c¢)
O
- /\/\/\\\/\///\/\/\A)LOH
Fonte: Autoria propria (2022).

Figura 18 - y-acido linolénico C18:3 (6¢,9¢,12c¢)
Q

H3C/M\\/\///W\/J\DH



37

Fonte: Autoria prépria (2022).

Figura 19 - Acido araquidico C20:0
O

H4C /\/\/W\NV\/\.)I\OH

Fonte: Autoria propria (2022).
Figura 20 - Acido beénico C22:0
O

H,C NW\NW\/\)LOH

Fonte: Autoria propria (2022).

As estruturas dos acidos graxos representados na Figura 17 e Figura 18 sdo is6-
meros, no resultado a identificagdo esta como acido linolénico por nao ser possivel pre-

sumir a estereoquimica devido o tipo do equipamento.
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Rendimento do éleo de nim

Realizou-se duas extragoes do 6leo de nim através do sistema soxhlet obtidas na
UFNT unidade Cimba em Araguaina-Tocantins, a média dos rendimentos foi de 23,73 %
+0,07. Na literatura, utilizando a mesma técnica e o solvente hexano, encontrou-se resul-
tados de 38,8 % (YAMI; IBRAHIM; RAJI, 2020), 40,35 % (TESFAYE et al., 2020), 52,3
% (SAHA TCHINDA et al., 2021) e resultados menores, 21,51 % (KAURA; GUPTA;
CHOWDHURY, 1998) e 13,33 % (Y; E; A, 2019). Segundo Keneni et al., (2017) o
rendimento do 6leo do grao ¢ de 25-45 %, dessa forma o dleo obtido estd proximo do
valor previsto. O rendimento do 6leo esta relacionado a condi¢des do ambiente de desen-
volvimento da arvore, clima, precipitacdo de chuva, caracteristicas do solo; genotipo;
condi¢des de coleta e armazenamento do material vegetal (FERNANDES et al., 2019;
NEVES; CARPANEZZI, 2008; SAHA TCHINDA et al., 2021). Consequentemente, es-
sas variaveis impactaram no resultado do rendimento da extra¢do do 6leo da semente de
nim.

Um dos grandes desafios na amostragem foi a coleta das sementes de nim e o
despolpamento das mesmas quando maduras, pois as sementes caem em pouco tempo
apos amadurecer, entdo eram retiradas pelo menos as que estavam no comec¢o da matura-
¢do. Uma solugdo seria colocar uma lona embaixo da arvore para coletar as sementes
maduras, uma vez que estas na maioria caem sem a casca que a reveste e sem a polpa,
sendo em seguida secas ao sol.

Na etapa de extragdo do oleo de nim pelo sistema soxhlet a maior dificuldade
enfrentada foi o controle da temperatura da manta térmica, pois, no regulador do aparelho
nao havia escala de temperatura adequada, dessa forma, era preciso observar o compor-
tamento do sistema como o momento em que o solvente fervia para controlar a intensi-

dade da extracgao.
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5.2 Anadlise de substincias volateis por CG-EM

Na analise das substancias volateis por CG-EM a partir do 6leo de nim por inje¢ao
direta automatica com solvente e por inje¢ao manual com HS-MEFS detectou-se 35 com-
postos, entre eles os que possuiram maior area percentual relativa foram, na injecao di-
reta: undecano, 13.44 %; dodecano, 8,65 %; (Z)-2-metilpent-2-eno-1-ol, 4,53 %; 2-meti-
lundecano, 4,05 %; 2-metildecano, 3,08 % e etilbenzeno 2,93 %. Os compostos com
maior area percentual capturados por HS-MEFS foram: undecano, 7,57 %; 1,3-dimetil-
benzeno, 7,44 %; tolueno, 5,35 %:; etilbenzeno, 3,94 %; dodecano, 3,41 % e decano, 3,45
%.

Foram identificados na injecdo automatica com solvente cerca de 5 compostos
pertencentes a fungao de hidrocarbonetos ramificados, sendo eles: 2-metildecano, 3-me-
tildecano, 4-metilundecano, 2-metilundecano e 3-metilundecano. Com a aplicagao da fi-
bra MEFS, foram identificados 4 compostos volateis, sendo eles: 3,4-dimetiltiofeno, 2,5-
diol-3-hexano, 1,2,3-trimetilbenzeno e bulticiclohexano.

A Tabela 1 estao listadas as 35 substancias volateis detectadas, sendo que estao
separados pelas formas de injecdo na qual foram utilizadas nas analises. As informagdes
das colunas sdo: nome dos volateis (compostos), formula molecular, tempo de retengao
(TrX), area percentual, que significa a abundancia dos volateis (4rea %) e identificados

por indice de Kovats.

Tabela 1 - Tabela de volateis detectados por CG-EM

Modos ’ Reco-  Simila-
de inje- Formula mo- Area  nheci- ridade
¢ao Compostos lecular TrX (%) mento %
o 2,3,4,5,6,7,8-Heptahidroxioctanal CgH160s 6,737 091 * 8,83
T§ Etilbenzeno CsHio 8366  2.93 * 43,5
§ 1,4-Dimetilbenzeno CsHio 8,675 236 * 31,1
g 2-Miristinoil panteteina C25sH44N205S 9,933 042 * 20,3
© 3-Tetradecanol C14H300 10,365 1.60 * 8,66
-\% 2.,4-Dimetil-3-hexanol CsHi30 11,099 1.52 * 14,3
g 1-Etilbutilhidroperoxido CsH1402 12,137 1.73 * 24,6
§ (Z2)-2-metilpent-2-eno-1-ol CsH120 13,067 4.53 * 8,17
2 Decano CioH22 14,56 2.90 * 27,9
8 Undecano Ci1Hos 1945 13.44 * 34,9
= Dodecano CiaHas 24258  8.65 * 30,6
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2-Metildecano C11Ho24 17,696 3.08 1 16,2
3-Metildecano Ci11Ho24 18,008 254 1 10,5
4-Metilundecano Ci12Has 22,331 191 I 22
2-Metilundecano Ci2Ho26 22,537 4.05 1 14,8
3-Metilundecano Ci12Has 22,849 2.86 1 10,1
DL-cistina CsH12N204S2 39,296 1.63 * 22,1
Tolueno C7Hsg 4,216 535 * 64,4
Acetato de butila CeH1202 5,403 0.1 * 96,8
2-Metil-2-pentenal CeH100 5,862 0.45 * 54,6
Etilbenzeno CsHio 6,707 3.94 * 49.3
% 1,3-Dimetilbenzeno CsHio 6,958 7.44 * 36,5
S 1.2-Dimetilbenzeno CsHio 7,708 229 * 35.4
g 3,4-Dimetiltiofeno CeHsS 8,078 043 1 35,7
= 2,5-Diol-3-hexano CeH1202 10,405 1.71 1 6,87
% 1,2,3-Trimetilbezeno CoH12 11,266 1.84 1 25,9
= Decano CioHa 11,563 325 * 50,9
% Butilciclohexano CioHa2o 12,663 1.30 1 28,6
E 1-Etil-2-propilciclohexano CiiH2 13,187 0.87 * 48,2
’§ Undecano C11Ha4 15,288 7.57 * 50,1
= Fitol Ca0H400 17,106 1.01 * 22,2
4-Metilundecano Ci2Hze 17,454 1.60 * 50,5
Dodecano Ci2Hze 18,901 341 * 41,1
(E)-propenilpropiltrissulfeto CeH12S3 23,434  0.06 * 79,3
Di-(1-propenil)-trissulfeto CesH10S3 23,668 0.07 * 57,9

Tentativa de identificagdo*
Identificado!
Fonte: Autoria propria (2022).

As Figura 21 e Figura 22 mostram os cromatogramas da injecao automatica com

solvente e inje¢do manual com fibra MEFS, respectivamente. Nestas figuras estdo enu-

merados os volateis com maior area percentual e os identificados por indice de Kovats.
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Figura 21 - Cromatograma dos volateis do 6leo de nim por inje¢@o direta com solvente
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Fonte: Autoria propria (2022).

Figura 22 - Cromatograma do 6leo de nim por HS-MEFS-CG-EM
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Fonte: Autoria propria (2022).

Alguns compostos encontrados em nosso trabalho, na maioria hidrocarbonetos,
possuem bioatividade. O fitol, por exemplo, ¢ mencionado em diversas publicacgdes, ele
foi pesquisado no dleo de nim por Chinnasamy et al. (2021), e também identificado em
outros Oleos de Lantana camara, Caulerpa racemosa (Forssk.) J. Agardh, Padina boer-
gesenii Allender & Kraft e Moringa oleifera (AYALEW, 2020; RAGUNATH et al.,
2020; ZHAO et al., 2019).
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O composto fitol ¢ um alcool diterpeno insaturado de cadeia longa linear (ISLAM
et al., 2018; OLOFSSON et al., 2014), hidrolisado da clorofila na propor¢do molar 1:1,
sendo um dos isoprendides mais abundantes do planeta (GUTBROD; ROMER; DOR-
MANN, 2019). Durante anos, estudos demostram que o fitol e seus derivados possuem
propriedades antimicrobiana, antitumoral, antibidtica, antioxidante (ISLAM et al., 2015),
anti-inflamatorio, anticancer (SHARIARE ef al., 2021) e agente antiartritico com capaci-
dade de diminuir inflamag¢des em articulagdes e na medula espinhal (CARVALHO et al.,
2020). Além disso, o fitol ¢ um precursor do tocoferol (vitamina E), filoquinol (vitamina
K) e do éster fitilico de acido graxo (GUTBROD; ROMER; DORMANN, 2019).

Balandrin, Lee e Klocke (1988) analisaram por CG-EM os volateis de sementes
de nim e identificaram os compostos 2-metil-2-pentenal, 3,4-dimetiltiofeno, cis e trans
do propenilpropiltrissulfeto e di-(1-propenil)-trissulfeto. Os ultimos compostos que sao
os organosulfurados fazem parte do mecanismo de defesa da planta contra ataques de
insetos.

O composto 3,4-dimetiltiofeno foi detectado empregando HS- MEFS-CG-EM em
volateis na folha de nim (PERERA; KARUNARATNE; CHINTHAKA, 2018) e identifi-
cado no 6leo esséncia de alho (Allium sativum) (SATYAL et al., 2017). O volatil supra-
citado e o 2-metil-2-pentenal foram identificados em 6leo de sementes nim (MUBARAK;
KULATILLEKE, 1990) e em amostra de cebola por MEFS (CHOI et al., 2017). O 2-
metil-2-petenal teve a atividade antifingica comprovada, no combate Fusarium oxyspo-
rum f. sp. Cubense raga 4 (ZHANG; MALLIK; ZENG, 2013).

Cantrell et al. (2020) realizaram extragdo do oleo de cebola amarela por arraste a
vapor, alguns volateis encontrados foram 3,4-dimetiltiofeno e (E)-propenilpropiltrissul-
feto um dos compostos que teve maior concentragdo, sendo um dos principais volateis
que colabora com aroma e sabor do 6leo da cebola.

No nosso trabalho, alguns compostos com enxofre encontrados no 6leo da se-
mente de nim também foram encontrados na cebola (BALANDRIN; LEE; KLOCKE,
1988; BREU, 1996). Isso indica a existéncia de processos metabdlicos similares em am-
bas espécies (BALANDRIN; LEE; KLOCKE, 1988), por mais que tenha essa semelhanca
de perfil volatil, o aroma do nim nao provoca efeito lacrimogéneo e perde a intensidade
com o tempo (KOUL, 2004b).

Zhao et al. (2022) realizaram estudo dos volateis do arroz selvagem australiano,
identificaram um aroma similar a plastico, e constataram que um dos compostos que con-

tribuem com esse odor ¢ o 2-Miristinoil panteteina que também foi detectado no nosso
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trabalho. Apesar da presenca desse volatil, ndo foi percebido no momento da manipulacdo
das amostras do 6leo cheiro semelhante a pléstico.

O tolueno estéa presente no dleo essencial da folha do nim (EBRAHIMI; SAFA-
RALIZADE; VALIZADEGAN, 2013), inibindo a presenca bactéria R. solanacearuam.
Outros compostos como etilbenzeno e 1,3-dimetilbenzeno obtiveram uma excelente ati-
vidade antibacteriana e antifungica (MOHAMADPOOR et al., 2022; RAZA et al., 2016).

O volatil undecano detectado no 6leo da semente de Buchanania lanzan (DESAI
et al., 2022) e o composto dodecano no 6leo de folhas de Strychnos nux-vomica (SU-
GANTHY; GAJENDRA, 2020), mas nao foram encontrados artigos que detectaram estes
volateis no 6leo de nim. Jishma et al. (2017) detectaram o dodecano e undecano na Pseu-
domonas spp. avaliaram os efeitos dos volateis na promocao do crescimento de mudas de
Vigna radiata, os beneficios dessas duas substancias na muda ¢ contribuir com desenvol-
vimento da planta, resisténcia sistémica induzida e acdo antimicrobiana.

Em nosso trabalho, o undecano e dodecano sdo os compostos que possuem maior
area percentual no método automatico com solvente, iguais a 13,44 % e 8,65 %, respec-
tivamente. Os cromatogramas sdo apresentados na Figura 21 e Figura 22.

Os hidrocarbonetos, decano, dodecano, undecano, 2-metildecano, 3-metildecano,
2-metilundecano e 4-metilundecano estdo presentes em extratos vegetais com proprie-
dade antimicrobiana (BUKVICKI et al., 2013; KUMAR TYAGI et al., 2013; WINNETT
etal.,2017). Dessa forma, ¢ possivel que os volateis mencionados contribuem de forma
sinérgica na atividade antimicrobiana com outros compostos do 6leo de nim (WINNETT
etal., 2017).

O cromatograma de ions totais (TIC) e scan das substancias volateis identificados
das andlises e TIC do branco da inje¢ao automatica com solvente e MEFS estdo em apén-

dice.

5.3 Analise do 6leo de nim por CG-DIC

Observou-se, pela analise do dleo extraido da semente e o 6leo comercial de nim,
a presenca dos mesmos acidos graxos: acido palmitico, acido estearico, acido oleico,
acido linoleico, &cido linolénico e acido araquidico, no entanto, os acidos graxos do dleo

extraido das sementes possuem darea percentual maior, exceto o linolénico, indicando
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maior concentracao em relacao ao 6leo comercial. Ademais, identificou-se maior quanti-
dade de acidos graxos no 6leo fixo extraido das sementes. As Figura 23 e Figura 24 mos-
tram os cromatogramas do Oleo extraido da semente e comercial de nim, com as areas

percentuais de cada composto.

Figura 23 - Cromatograma de CG-DIC do 6leo fixo de nim extraido da semente. Acido

palmitico C16:0 (18,71 %); acido estearico C18:0 (16,67 %); acido oleico C18:1 (43,49

%); acido linoleico C18:2 (19,06 %); acido linolénico C18:3 (0,30 %); acido araquidico
C20:0 (1,10 %); acido beénico C22:0 (0,66 %)
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Fonte: Autores (2022).

Figura 24 - Cromatograma de CG-DIC do 6leo de nim comercial. Acido palmitico
C16:0 (15,93 %); acido estearico C18:0 (6,30 %); acido oleico C18:1 (33,38 %); acido
linoleico C18:2 (40,76 %); acido linolénico C18:3 (2,82 %); 4cido araquidico C20:0
(0,56 %)
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Os 4cidos graxos majoritarios com seus respectivos valores de areas percentuais
encontrados no 6leo da semente foram: acido oleico 43,49 %; acido linoleico 19,06 %:;
acido palmitico 18,71 % e &cido estearico 16,67 %. Enquanto no 6leo comercial, os dados
para os mesmos compostos foram: 4cido linoleico 40,76 %; acido oleico 33,38 %:; acido
palmitico 15,93 % e 4cido estearico 6,30 %. Na literatura todos os compostos citados
estdo entre os mais abundantes no 6leo de nim analisado no CG-DIC, sendo os com maior
concentracao acido oleico e acido linoleico (CHAUDHARI ef al., 2013; GOSSE et al.,
2005; MULLA et al., 2020; SAHA TCHINDA et al., 2021; SHINA et al., 2022).

Em outros 6leos detectou-se a presenga da maior parte dos acidos graxos citados
anteriormente, por exemplo, no 6leo da semente de Moringa Oleifera, o acido oléico pos-
sui maior abundancia, com area percentual 70,2 %; seguido do acido palmitico 7,8 %;
acido estearico 7,5 % e acido linoleico 3,1 % (ZHAO et al., 2019). Em trabalhos de ana-
lise de &cido graxo do 6leo de soja os compostos majoritarios sdo, acido linoleico, acido
oleico, acido palmitico, acido linolénico e acido estearico (KOSTIK; MEMETI; BAUER,
2013; ZAMBIAZI et al., 2007).

Conforme foi apresentado, os 6leos de soja e da Moringa Oleifera contém a pre-
senga majoritaria do acido oleico e 4cido linoleico, assim como também em nosso traba-

lho com 0leo de nim extraido das sementes € o 6leo comercial.
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Alguns acidos graxos encontrados no nosso trabalho apresentam atividades pesti-
cidas. A mistura do 4cido linoleico oleico, palmitico e estedrico e do oleico com estearico
apresentaram efeitos ovicidas, de ovoposicao e morte de larvas do C. maculatus (LIE-
NARD et al., 1993), em outro estudo o combate a C. maculatus também foi observado
propriedade inseticidas, com emprego do acido oleico e linoleico que teve maior eficién-
cia e com a mistura com quatro acidos graxo citados anteriormente (AIDER et al., 2016).

Outras propriedades dos acidos graxos acidos oleico, linoleico, palmitico e estea-
rico sdo a atividade antibacteriana (CASILLAS-VARGAS et al., 2021), o linoleico esta
relacionado a diminui¢do de riscos de doengas cardiovasculares (MARANGONI et al.,
2020) e o oleico a sua alta ingestdo pode ajudar a melhorar nos casos de hipertensao
arterial, obesidade, resisténcia a insulina e inflamacao (GRANADO-CASAS; MAURI-
CIO, 2019).
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6 CONCLUSAO

A extragdo eficiente do 6leo de sementes de nim foi realizada pelo sistema soxhlet
empregando o solvente hexano, com obten¢dao de bom rendimento igual a 23,73 % + 0,07.

Foi possivel detectar 35 compostos volateis no 6leo das sementes de nim através
da técnica HS-MEFS-CG-EM. Os volateis identificados, pertencentes a diversas classes
quimicas, sdo os responsaveis pelo aroma caracteristico do 6leo de nim. Estes mesmos
compostos sdao conhecidos por suas atividades antioxidante, biologica, agao antibacteri-
cida, antifingica, antimicrobiana, inseticida e anticancer. Além disso, atuam na defesa e
desenvolvimento da arvore.

O oleo da semente e comercial de nim sdo ricos em 4acidos graxos e apresentam
praticamente os mesmos compostos identificados por CG-DIC. Contudo, a concentracao
dos écidos graxos ¢ maior no 6leo extraido das sementes, sendo os acidos oleico e acido
linoleico os compostos presentes em maior concentragdo. Os acidos graxos assim como
os volateis possuem atividades biologicas essenciais ao bom funcionamento do orga-
nismo humanos e desenvolvimento e defesa da arvore.

Desta forma, considera-se que todos os estes constituintes quimicos presentes no
0leo de nim contribuam de forma sinérgica nos diversos beneficios conhecidos na utili-
zagao do nim.

Como perspectiva para novos trabalhos, isolar e avaliar atividade inseticida dos

compostos organossulfurados detectados neste trabalho.
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APENDICE

APENDICE A — TIC do branco solvente hexano grau GC

Abundance TIC: Branco_solvente_hexanol.Didata.ms
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APENDICE B — TIC e SCAN do 2-metildecano
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APENDICE C — TIC e SCAN do 3-metildecano
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APENDICE D — TIC e SCAN do 4-metilundecano
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APENDICE E — TIC e SCAN do 2-metilundecano

Abundance TIC: NEEM_5_diluicao_1_101.D'\data.ms
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Abundance Scan 2848 (22.538 min): NEEM_5_diluicao_1_101.D\data.ms
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APENDICE F — TIC e SCAN do 3-metilundecano

Abundance TIC: NEEM_5_diluicao_1_101.D\data.ms
650000
600000
550000
500000
450000

400000

22.849
350000 i

300000
250000 A

200000

///
150000 s AN
T TN

— T N—— —~

100000{

50000:., . . . . . .
Time-> 22.74 2276 2278 22.80 22.82 22.84 22.86 22.88 22.90 2292 2294 22.96 22.98 23.00
Abundance Scan 2902 (22.850 min): NEEM_5_diluicac_1_101.D\data.ms

57.0

55000
50000
45000
40000

35000 71.0 851

30000
25000
20000

15000 1401

10000 99.0

5000
‘ ‘ ‘ 125.0 1524 1702
0 L ‘MJ”J| m o Wil S 1860 2070 2202 2349 2500 2619  279.0 290

m/z--> 50 60 70 80 90 100 110 120 130 140 150 160 170 180 190 200 210 220 230 240 250 260 270 280 290 300

1121
sl




74

APENDICE G — TIC do branco da fibra MEFS

Abundance TIC: Branco_2_fibra_ SPME_17_02_023.D\data.ms
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APENDICE H — TIC e SCAN do 3,4-dimetiltiofeno

TIC: Oleo_neem_1_fibra_SPME_17_02_022.D'data.ms
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111.0

91.0

69.0 77.1
55.0 - 125.1

13291409

0

m/z-> 40

15491627 175.9183.9 192.8

160 170 180 190 200

20?.0 2190 22832385
by

T T
210 220 230 240

250.1
IR
250

262 0270 1 2809

e
260 270 280

204.3
290

130 140 150



76

APENDICE I - TIC e SCAN do 2,5-diol-3-hexano

Abundance TIC: Oleo_neem_1_fibra_SPME_17_02_022.D\data.ms
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APENDICE J — TIC e SCAN do 1,2,3-trimetilbezeno

Abundance TIC: Oleo_neem_1_fibra_SPME_17_02_022.D'\data.ms
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Abundance Scan 1286 (11.266 min): Oleo_neem_1_fibra_SPME_17_02_022.D\data.ms
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APENDICE K — TIC e SCAN do bulticiclohexano

TIC: Oleo_neem_1_fibra_SPME_17_02_022.D\data.ms
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APENDICE K — TIC do padrio de n-alcanos C7-C3 para calculo do indice do Kovats
para analise injecao manual com fibra MEFS

Abundance TIC: Mix_C7_C30_injecao_direta_18_02_022.D\data.ms
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APENDICE L — TIC do padrio de n-alcanos C7-C3 para calculo do indice do Kovats da
analise injecdo automatica com solvente

Abunds%n&r)a? TIC: Mix_hidrocarbinetosC7_C30_0_25mg_ml.D\data.ms
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