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RESUMO

A arvore nim (Azadirachtina indica A. Juss) é popularmente conhecida por suas propriedades
medicinais, terapéuticas, farmacol6gicas, biocontroladora, antisséptica, cicatrizante e
imunoestimulante, devido a presenca de compostos organicos pertencentes a varias classes
quimicas com atividades bioldgicas. Devido a estes atributos, 0 nim possui grande potencial
econémico e tem sido utilizada em todo 0 mundo. No presente trabalho, realizou-se a extracao
e caracterizagdo quimica do 6leo das folhas 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 Clevenger, ja para a concentracdo e caracterizacdo dos volateis
utilizou-se 0 método HS-MEFS/CG-EM. O rendimento médio obtido do éleo foi de 0,3 g.
Comparando-se com do 6leo de sementes de nim este rendimento é inferior, entretanto para as
analises realizadas foi satisfatoria. Um total de 52 compostos volateis foram detectados, sendo
que destes, cinco tiveram sua identificacdo confirmadas pelo indice de Kovats: acetato de etila,
96,3 %; (E)-1(Prop-1-eno-1-il) -3-propiltrisufano, 76,6 %; n-hexano, 62,7 %; 2,4-hexenol Z,
68,9 %; 2-metil, 2-ciclopenteno 6 %. Alguns volateis tiveram suas bioatividades reportadas e
correspondem com os beneficios conhecidos do nim. Desse modo, considera-se esses

constituintes quimicos parte do efeito sinérgico da planta.

Palavras-chaves: Neem. Clevenger. HS-MEFS/CG-EM.



ABSTRACT

The neem tree (Azadirachtina indica A. Juss) is mainly recognized for its therapeutic, pesticide,
fertilizer and pharmacological chemical properties, because of its abundance of organic
compounds belonging to various chemical classes with biological activities. Due to these
attributes, this neem plant has great economic potential and continues to be used worldwide. In
the present work, the extraction and chemical characterization of oil from neem leaves collected
at the Universidade Federal Norte do Tocantins (UFNT) campus Cimba, located in Araguaina,
Tocantins, was carried out. For oil extraction, the Clevenger system was used, while for the
extraction and characterization of volatiles, the HS-MEFSCG-EM method was used. The
average yield obtained from the oil was 0.3g of neem essential oil. Compared to neem seed oil,
this yield is lower, however for the analyzes carried out it was satisfactory. A total of 52 volatile
compounds were detected, of which 5 were identified by Kovats index: ethyl acetate, 96.3%;
(E)-1(prop-1-em-1-yl) -3-propyltrisufane, 76.6%; n-hexano, 62.7%; 2,4-hexenol, Z, 68.9%; 2-
Cyclopenten-one, 2-methyl, 60.%. Some volatiles have had their bioactivities reported and
correspond with the known benefits of neem. Thus, these chemical constituents are considered

part of the synergistic effect on the plant.

Keywords: Neem. Clevenger. HS-MEFS/CG-EM.



1 INTRODUCAO

O Nim (Azadirachtina indica A. Juss), ¢ uma arvore nativa da india e Mianmar, pais
asiatico, introduzida no Brasil a vinte e cinco anos (Neves et al., 2009). O nim tem um
crescimento répido, tronco reto e resistente, galhas bastante espalhadas e que podem alcancar
entre 10 a 25 m de altura dependendo do tipo de solo e das condi¢bes climaticas favoraveis no
desenvolvimento da planta (Neves et al., 2009). Segundo Neves et, al 2003, com
aproximadamente um ano de idade, a planta pode atingir 1,5 m de comprimento, ja com cerca
de 5 anos atinge 8 m de altura e um sistema radicular com 15 m de profundidade.

Sua madeira é avermelhada, dura e resistente e suas folhas verde-escuras sdo compostas
e sem foliolo terminal, com regularidade aglomerada nas suas extremidades dos ramos simples
e sem estipulas. Ja as flores apresentam coloracdo branca e aromaticas, formam um tubo por
unido feitas pelos filamentos actinomérficas, pentameras e hermafroditas. O fruto, uma baga
ovalada que varia entre 1,5 a 2,0 cm de comprimento, quando maduro, apresenta uma polpa
amarelada e casca branca dura englobando um 6leo marrom no interior de sua semente com
raramente duas sementes (Neves, et al 2003).

O nim se tornou o ponto central de interesse da comunidade cientifica. A planta vem
interessando cientistas de véarias areas, ao passo que seus biocompostos encontram uso na
agricultura, pecuaria e medicina. Os compostos extraidos do nim se mostram seletivos, nao
mutagénicos, rapidamente biodegradaveis, baixa toxicidade para organismos ndo alvo e
benéficos, com minimo distdrbio a natureza (Forim, 2006). Além disso, outras utilidades estéo
sendo estudadas para comprovar que 0s constituintes presentes em seus compostos Sao
alternativos na medicina moderna para o tratamento de diversas infeccBes metabdlicas ou
doencas de cancer a partir de extratos metanoélicos das folhas dessa planta (Schumacher, 2011).
Os fitoquimicos contidos na Azadirachtina indica (nim) possuem atividades antimicrobiana
contra diversos organismos patogénicos (Raut et al., 2014, Koona; Budida, 2011).

Timothy et al. (2011) observaram a presenga de varios fitoquimicos, incluindo
flavonoides, acucares e terpendides no extrato etandlico de nim. O extrato metandlico desta
planta contém varios fitoquimicos, incluindo fendlicos, antroquinonas, flavonoides e taninos
(Malar et al., 2020).

O extrato das folhas de Azadirachtina indica é uma importante fonte de compostos com
propriedades  antimicrobiana, antioxidante, antitumoral, antimalarico, antifungico, anti-

inflamatério e antivirais. Os resultados indicam que o uso das folhas de nim tem um efeito Gtil



no controle de microrganismos patogénicos e, portanto, podera ser utilizada em formulacGes
terapéuticas em um futuro préximo (Raut et al., 2014). O 6leo de nim é 0 extrato mais
importante da arvore, e bastante utilizado em todo o mundo para atividades de controle de
pragas (Benelli e Pavela, 2018).

Nesse sentido, estudos recentes indicam que os extratos de nim indiano também
apresentam potencial atividade antiviral, além disso, é estudado como alternativa de tratamento
de sintomas clinicos relacionados a Covid-19, podendo agregar valor ao desenvolvimento de
novos tratamentos contra a SARS-CoV-2 (Roy & Bhattacharyya, 2020; Da Silva Neto et al.,
2021). Desse modo, dadaa dimensdo da existéncia e utilizacdo importante destes compostos,
o presente trabalho tem por objetivo, estudo e analise dos volateis das folhas de nim por
clevenger e CG-EM por meio do sistema Clevenger, a caracterizacdo do perfil dos compostos
volateis por microextracdo em fase sélida modo headspace (HS), seguida de analise por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (HS-MEFS/CG-EM). Ademais,

realizou-se a problematizacdo do impacto do nim no contexto econémico e biolégico.



2 OBJETIVOS

Objetivo geral
e Estudar e analisar os compostos volateis das folhas de nim (Azadirachtina in-

dica).

Objetivos especificos
e Extrair o 6leo de folha de nim utilizando o sistema Clevenger com solvente
hexano;
e Detectar os compostos volateis do 6leo de nim por CG-EM;
e Caracterizar e refletir sobre o contextoeconémico e bioldgico da (Azadiracthina

indica.)



3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Quimica do nim

Tem-se observado um crescimento no numero de estudos e trabalhos cientificos
relacionados a correlacdo quimica inseto-planta, empregando metabolitos secundarios ou
aleloquimicos de vegetais objetivando o controle de pragas (Harbone, 1982).

Nesse sentido, destaca-se que o principio ativo dos inseticidas botanicos € composto
decorrente do metabolismo secundério dos vegetais, sendo aglomerado em poucas quantidades
nos tecidos vegetais (Yoshida e Toscano, 1994; Hare e Morse, 1997; Zang et al., 1997). A
defesa direta inclui as substancias como fitoquimicos, enzimas e proteinas, além de 6rgédos
como tricomas e espinhos que afetam diretamente a capacidade desenvolvimento de insetos.
Substéancias liberadas de plantas que atraem insetos herbivoros parasitas e predadores estao
envolvidas na defesa indireta. Terpenos e fenilpropandides volateis sintetizados por espécies
vegetais podem apresentar propriedades atrativas (nutricdo, polinizacdo) e/ou repelentes e
pesticidas, dependendo do inseto em estudo (Simas et al., 2004).

De forma geral, os efeitos do nim podem estar relacionados a metabdlitos secundarios,
presentes nas sementes, folhas, casca, flores e frutos como, por exemplo, flavonoides,
saponinas, taninos, alcaloides e antraquinonas, o que colabora com o interesse de serem
continuadamente investigados, a finalidade de identificar e conhecer suas propriedades
medicinais e toxicologicas (Dash; Dixit; Sahoo, 2017). Algumas substancias do 6leo do nim ja
foram isoladas como: neemola (CisH3003S); margosin (C2sHsO10), um glicosideo; acido
palmitico; acido oléico, acido totradecoico. Também do dleo do nim foram isolados o0s
principios ativos: nimbim (0,1%), nimbinim (0,01%) e nimbidim (1,1%) (Neves et al., 2003).
Das flores do nim foram isolados Na, K, Ca, Fe, Cl, CO2, SO4? e SiO2 além de nimbosterol
(C20 H340) (0,03%), glicosideo nimbosterim (0,005%), flavonodide nimbicetim (C1s HeO2(OH)
(0,05%) e sesquiterpenos (0,5%) (Neves et al., 2003).

3.1.1 O nim como bioprotetor natural

A molécula bioativa e mais potente do nim chamada azadirachtina, ilustrado na figura
1, que atua inibindo o apetite dos insetos, interfere no desenvolvimento larval, retarda o
crescimento, reduz a fertilidade do adulto e altera o funcionamento bioldgico do inseto, pois

causa varias anormalidades nas funcgdes fisiologicas das células dos insetos e causa a morte dos



ovos. Devido sua eficacia e baixissima toxicidade, esta molécula é um excelente repelente
natural para uso na medicina veterinaria também (Martinez, 2002).

Figura 1: Estrutura da azadiractina

R HO  coscH,
0 .

AcOr
H3COsC

Fonte: Autoria propria adaptada

O o6leo de nim é caracterizado como uma nova classe de produtos ecologicamente
corretos para uso agricola. Revelou-se completamente livre dos efeitos nocivos em todos 0s
animais de sangue quente, peixes, varias espécies de minhocas e outros organismos do solo
(Garcia, 2000). As vantagens no uso do nim estéo relacionadas a composi¢do quimica formada
pelos compostos fitoquimicos, antioxidantes, flavondides e outras substancias (Gomes et al,
2019).

Logo, os agricultores podem realizar alguns procedimentos no momento do manejo de
culturas com o proposito derealizar protecdo e fortalecimento das plantas. Esses procedimentos
sdo impedimentos para que insetos, pragas e doencas possam causar prejuizos em suas
plantagdes. Ao recompor o equilibrio do ecossistema, colaboram para restruturacdo da
fertilidade dosolo, uma vez que ndo eliminam os microrganismos que sdo benéficos as lavouras
e podem controlar os microrganismos que nao sao desejados (Ribeiro et al, 2015). Além disso,
0s biopesticidas podem ter resultados positivos na reducao de custos no processo de producéo,
na prevencdo de danos provocados por insetos nas culturas, no meio ambiente e para 0s
consumidores, que por sua vez, ndo correm riscos de contrairem gréos, hortalicas ou frutas com

residuos intoxicados (Ucr-Ng, 2010).

3.1.2 O principio ativo do nim

Estudos acerca da estrutura da azadirachtina, levando em consideracdo a sua
complexidade, prolongaram-se por quase 20 anos. Soltuvel em agua e alcool, bastante sensivel
aos raios ultravioleta (UV) e aos meios mais acidos ou basicos, a azadirachtina apresenta
acelerada biodegradacio, sustentando o impacto antialimentar por cerca de 15 dias. E

estruturado por um grupo fechado de isdbmeros relativos denominados AZ-A até AZ-G. O
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isdbmero AZ-A é o componente considerado mais importante no que concerne a quantidade no
extrato de sementes de nim (Neves et al., 2003).

O nim pode proteger contra um grande nimero de parasitas gragas a um grupo de
compostos bioativos. Seus principais elementos quimicos sdo misturas de 3 ou 4 compostos
relacionados, que podem ser transformados em mais de 20 compostos menores, mas nao menos
ativos. Em geral, esses compostos pertencem a um grupo de produtos naturais chamados
triterpenos, mais especificamente limondides. Na verdade, foi demonstrado que pelo menos
nove variedades de limonoides do nim inibem o crescimento de pragas agricolas. Destes, 0
limondide azadiractina ou tetranortriterpendide é o mais estudado e tem os efeitos mais fortes.
Embora os compostos bioativos no nim sejam encontrados em toda a planta, aqueles presentes
principalmente nas sementes e folhas sdo os mais concentrados e acessiveis, facilmente obtidos
através de processos de extragdo com solventes organicos como hidrocarbonetos, alcoois,

cetonas ou éter (Mossini, Kemmelmeier, 2005).

3.1.3 A composicdo volatil das folhas de nim

O o0leo de nim tem caracteristica amarga e isto se da pela presenca dos compostos
nimbinin, nimbin, nimbidiol e nimbidin, esse ultimo composto € obtido pelo processo de
hidrolise, forma acida da nimbinin que contém enxofre e é responsavel pelo carater amargo. Os
compostos citados sdo responsaveis pelo aroma, bem como 0s compostos que sdo constituidos
de enxofre (Chaudhari et al., 2013; Fernandes, 2014; Rukmini, 1987). Conforme menciona
Balandrin, Lee e Klocke (1988) os compostos organossulfurados volateis tém um provéavel
potencial de defesa quimica contra invasores, desse modo, € usado como bioinseticida, da
mesma forma que a folha possui volateis que permitem usa-la como defensivo contra pragas.
Além do mais, atribui-se parcialmente as propriedades de antibidtico e farmacol6gicas aos
volateis organossulfurados. Rao e Seshadri (1942) escrevem que os trabalhos que tratam sobre
a composicdo de acidos graxos tém resultados similares, e 0s &cidos graxos com maior
proporc¢do sdo o cido linoleico, oleico, palmitico e estearico.

O &cido linoleico e oleico esta entre 0s essenciais, pois estes ndo sao produzidos pelos
humanos, apenas sdo adquiridos pela alimentacdo, também sdo responsaveis pela sintese de
biomoléculas que possui fungdesimportantes para o organismo (Berg et al., 2014; Motta, 2011).
Os acidos palmitico, estearico e oleico sdo mencionados por Mank e Polonska (2016) por serem
utilizados em cosméticos, esses compostos possuem diferentes funcdes, respectivamente:

emulsificante e emoliente; auxilia na restauracdo da pele e é responsavel pelo reparo da barreira
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daepiderme e conservar aumidade. A presenca de hidrocarbonetos entre 0s compostos do 0leo
de nim, como tolueno, dodecano e undecano por exemplo é relatada em diversos trabalhos
cientificos. O tolueno € um composto que inibe a acdo da bactéria R. solanacearuam (Ebrahimi;
Safaralizade; valizadegan, 2013), outras substancias como etilbenzeno e 1,3-dimetilbenzeno
obtiveram uma excelente atividade antibacteriana e antifingica (Mohamadpoor et al., 2022;
Razaet al., 2016).

O undecano € um volatil detectado no 6leo da semente de Buchanania lanzan (noz
charoli) (Desai et al., 2022) e o composto dodecano no 6leo da folha de Strychnos nux-vomica
(noz-vémica) (Suganthy; Gajendra, 2020), mas nenhum artigo detectou essas substancias
volateis no 6leo de nim. Jishma etal. (2017) detectaram dodecano e undecano em Pseudomonas
spp. Avaliaram o impacto das substancias volateis na promoc¢édo do crescimento destas plantas,
Vigna radiata, os beneficios destas duas substancias para as plantas sdo que contribuem para o

seu crescimento, criam resisténcia sistémica e efeito antibacteriano

3.2 Aplicacdo da cromatografia Gasosa acoplada a Espectrometria de Massas (CG-
EM)

Esta técnica é utilizada por sua capacidade de analisar varias substancias (dependendo
de propriedades moleculares) de uma amostra complexa, com alto poder de resolugdo, em
concentracdes em torno de picogramas e miligramas, sua sensibilidade da resultados
guantitativos (Collins; Braga; Bonato, 2006). A espectrometria de massas (MS) € uma técnica
que permite a identificagdo de compostos previamente separados por cromatografia gasosa e é
o resultado da converséo e fragmentagdo de substancias daamostra em ions por uma fonte de
ionizacdo EM. O analisador seleciona os ions de acordo com sua relacdo massa-carga (m/z).
Na etapa final, os ions isolados sdo detectadose o sistema produz um grafico contendo a
intensidade dos ions versus (m/z) (Skoog; Holler; Nieman, 2002). As aplicacGes dessa técnica
sdo muito amplas, abrangendo os campos da quimica, farmacologia, medicina e forense, pois
tratam de moléculas organicas (Pavia et al., 2010).

Utilizando a tecnologia de microextracdo em fase sélida (MEFS), o processamento da
amostra é realizado sem a necessidade de solventes, permitindo a amostragem e extracéo de
pequenas quantidades de material contendo quantidades minimas de analito de forma simples
e em pouco tempo. (Peng et al., 2022). Uma das técnicas utilizadas para extrair volateis é o
sistema headspace (HS) com microextracdo em fase solida. Nesse sistema, a fibra do suporte

fica exposta ao headspace da amostra no recipiente fechado e capta os volateis emitidos pela
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amostra. Essa tecnologia protege a coluna de ndo volateis, prolonga a vida util das colunas
cromatogréaficas e elimina a necessidade de etapas de lavagem da matriz (Aulakh et al., 2005;
Monteiro, 2012). Com isso, esta técnica HS-MEFS pode ser utilizada com GC-MS, que é
amplamente utilizada para a anélise de fitoquimicos (Burzynski-Chang et al., 2018). Outro
método analitico € a injecdo direta de solvente utilizada quando a amostra contém compostos
simples e é termicamente estavel (Kyle, 2017; Poole, 2021).

Considerando as capacidades analiticas de cada uma das técnicas acima, o método CG-
EM é capaz de analisar diferentes compostos volateis de diferentes classes quimicas no éleo de
nim tais como alcaldides, terpenos, fenois, aminas, hidrocarbonetos, flavonoides, ésteres,
compostos de enxofre, acidos graxos e aminas (Perera; Ka-Runaratne; Chinthaka, 2018;
TULASHIE et al., 2021). Entre estes, alcaloides, flavonoides, fendis e terpenos sdo conhecidos
por sua atividade promotora da saude e biopesticida (Dillard; German, 2000; Egbuna et al.,
2018).

Um estudo de Tulashie et al. (2021) para verificar o potencial dos extratos de nim como
inseticida natural contra a lagarta-do-cartucho detectou cerca de 34 compostos com maior
proporcdo de compostos volateis na composicdo tais como esqualeno (21,6%); oleato de etila
(18,99%); octadecanoato de etila (14%) e hexadecanoato de etila (12,9%). Alguns dos volateis
mencionados tém propriedades bem conhecidas. O esqualeno é um agente antitumoral,
anticancer e antioxidante que previne doencas cardiovasculares, reduz os niveis de LDL no
sangue e reduz os danos a pele induzidos por UV (Lo-Zano-Grande et al., 2018; Narayan
bhilwade et al., 2010). O hexadecanoato de etila atua como antioxidante, anti-hemolitico,
hipocolesterolémico, nematicida e antiandrogénico (Tyagi; Agarwal, 2017). A substancia (z)-

9,17-octadecadienal tem atividade antibacteriana (Mehranian et al., 2017).

3.3 Tipos de extratores

Existem diversas formas de extrair 6leos essenciais, que variam dependendo daregido
onde a planta é encontrada e onde o processo € aplicado. Entre os principais e mais utilizados
meétodos de extracdo de dleos essenciais estdo: hidrodestilacdo, extragdo com solvente orgéanico,
destilacdo a vapor, extracdo com fluido supercritico, floracdo, prensagem a frio, entre outros
(Moura, et. al., 2019). Os 6leos essenciais consistem em uma mistura complexa de substancias
volateis lipossollveis, extraidas de diversas plantas, podendo ser extraidos de raizes, rizomas,

folhas, flores, caule, casca, frutos e outros, sendo geralmente encontrados em baixas
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concentragdes em glandulas especiais da planta e é amplamente utilizado em diversos
procedimentos terapéuticos (Maldonado, 2022).

Por conseguinte, ha uma crescente busca por métodos praticos de extracdo de 6leos
vegetais com o objetivo de obter bons rendimentos de 6leo. A extragdo com solvente organico
é recomendada para uso em amostras derivadas de plantas devido ao seu alto rendimento,
simplicidade e capacidade de extrair multiplos compostos bioativos. Estudosavaliando diversos
parametros mostraram respostas significativas para o desempenho do processo de extracao
(Awolu et al., 2013).

O aumento nos custos dos fertilizantes quimicos exerce uma exploracdo natural em
busca de melhorar a qualidade das pessoas e do meio ambiente. Um desses recursos € a
exploracdo do nim (Azadirachtina indica A. Juss). Os biopesticidas produzidos a base de nim
sdo faceis de preparar, baixo custo e bastante eficazes e, desse modo, possuem uma importante
fontede biopesticidas para a agricultura nos paises doterceiro mundo deeconomia consideradas
pobres (Brahmachari, 2004). O interesse continuo no investimento em pesquisas técnicas com
plantas e métodos de extracdo padronizados visando o aumento daprodutividade do agrotoxico
natural padronizado pela agroindustria, e a escala de producdo industrial gradativa no Brasil
além de contribuir para 0 aumento da demanda interna na producdo de alimentos orgénicos
com base no uso de agrotoxicos naturais, o estudo contribuira para 0 monitoramento do que é
uma tendéncia mundial de desenvolvimento nesse aspecto ( Gomes e Borém, 2015).

Os biogquimicos do nim oferecem protecdo a longo prazo as plantas contra pragas,
insetos polinizadores, abelhas e outros organismos benéficos ndo sdo afetados por biopesticidas
a base de nim. O nim tem diversas substancias bioativas conhecidas como antialérgicas, anti-
inflamatdrias, inseticidas e tantos outros ingredientes bioativos. Durante a extracdo, ha um
gradiente de concentracdo entre o solvente e o soluto. O periodo de exposicdo do material ao
solvente ocorre quando o 6leo se move até atingir o equilibrio no gradiente e todo material
lipidico que pode ser varrido pelo solvente ja esta nele (Figueiredo et al, 2015; Rodrigues,
2017). Isso mostra que o tempo e o solvente sdo os principais fatores relacionados a eficiéncia
da extragéo.

Tesfaye et al., (2017), na extracdo do 6leo de nim, utilizando Clevenger, usam 0s
solventes organicos hexano e etanol, esses solventes possibilitam 60% de 6leo extraido, uma
quantidade relevante comparando com outros meétodos, a exemplo da extragdo por prensagem
mecénica. A mistura de solventes e sua associacdo com periodo de extracdo proporcionou
padrdes idénticos ao uso de somente um solvente, o que possibilita uma possibilidade eficaz

quanto aos custos na extracdo de 6leo essencial. Ademais, por meio dos resultados obtidos de
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Ayoola et al., (2014), comprova-se que a eficacia de alguns solventes se encontra limitado pelo
tempo que 0 mesmo € sujeito, dependendo da importancia e aplicagdo dos Gleos essenciais,
alguns tipos de extratores mais adequados, como Clevenger, Soxhlet e Extracdo com CO:
supercritico, sdo exemplos dos equipamentos mais utilizados no laboratério, essas técnicas sao

abordadas a seguir.
3.3.1 Extrator tipo Clevenger

Um método bastante utilizado para producdo em laboratorio e em pequena escala, é
usando equipamentos do tipo Clevenger (figura 2). Segundo Biasi e Deschamps (2009), o
dispositivo de Clevenger consiste em um baldo de vidro de capacidade variavel conectado ao
condensador por um dispositivo também feito de vidro. A manta de aquecimento conectada a
fonte de alimentacdo esta em contato com o bulbo de vidro e a temperatura é controlada pelo
termostato. As dimensdes do dispositivo de vidro do frasco e do dispositivo Clevenger
dependem da densidade do 6leo essencial e devem ser consideradas para aumentar a eficiéncia
da extracdo (Biasi; Deschamps, 2009).

Figura 2- Extrator tipo Clevenger
N ¥

Fonte:Autoria propria (2023)

Os destiladores de 6leo essencial do tipo Clevenger sdo mais comumente usados em
pequena escala para bons resultados, sdo embutidos no vidro e operam em pequenas

quantidades, impossibilitando a producdo em massa e longas horas (Braga, 1990 e Cremasco,
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2003). Os componentes dos 6leos essenciais da planta extraidos entram em contato com a agua
aquecida, sdo expostos a pressdo de moléculas de vapor que entram em ebulicdo e sdo atraidos
para o refrigerador pelas moléculas de agua. Em seguida, é condensado por um corte de agua.
Depois o 6leo coletado é tratado com sulfato de sédio anidro (Na2S042-) com o intuito de evitar
perdas por hidrélise durante o armazenamento dos compostos (Biasi; Deschamps, 2009).
Rodrigues et al., (2020) realizaram um trabalho que teve como objetivo avaliar o potencial
antimicrobiano do 6leo essencial (OE) das folhas de Cymbopogon citratus (D. C.) Stapf. sobre

Staphylococcus aureus e Escherichia coli utilizando o sistema extrator tipo Clevenger.

3.3.2 Extrator tipo Soxhlet

Um dos métodos mais antigos conhecidos é baseado em interacdo entre a planta e um
determinado solvente. Para obter 6leo é essencial colocar a planta em contato com o solvente a
temperatura ambiente. Quando o solvente penetra nos poros da planta, os 6leos essenciais sdo
removidos. Este € um método muito comum e como grande vantagem de manter o aroma mais
préximo no ambiente origens de flores e plantas e métodos como destilagdo a vapor. Por outro
lado, voceé precisa ter cuidado nos seguintes casos: selecdo de solvente, eficiéncia de remocéo,
ponto de ebulicdo, dentre outros (Biasi; Deschamps, 2009).

Uma maneira de realizar a extracdo com solvente é por meio do sistema chamado
Soxhlet. Silva et al., (2006), afirma que para se realizar a extragdo por Soxhlet, deve-se
inicialmente pesar o material que se deseja extrair o 6leo essencial e transferir para um cartucho
que sera tampado com algod&o. Entdo, quando o cartucho é colocado no extrator e o solvente é
aquecido, quando ferve, entra no condensador e retorna a fase liquida. Os métodos de extragdo
variam e podem levar até 6 horas. O extrator Soxhlet (figura 3) utiliza um solvente para sua
operacdo. Esses solventes séo preferencialmente apolares, mas atraem outros compostos

lipofilicos além dos dleos volateis (Silva et al., 2005).
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Figura 3- Extrator tipo Soxhlet

Fonte:Autoria propria (2023)

O método Soxhlet é considerado o método mais utilizado porque preserva o aroma do
material vegetal, é econdmico porque é relativamente simples de usar. Entretanto, apresenta
limitacGes relacionadas principalmente a pureza do material resultante, principalmente por
extrair outros compostos ao mesmo tempo que o 6leo essencial. A extrac¢do soxhlet € a técnica

mais eficaz, permitindo obter maiores rendimentos de Gleos essenciais (Maldonado, 2022).

3.3.3 Extracdo com CO2 supercritico

A extracdo com fluido supercritico produz o6leo de altissima pureza, contudo, esta
metodologia analitica é bastante cara para ser usada frequentemente. A extracdo utilizando
solvente tem muitas vantagens. Ela da maior rendimento que a extragdo mecanica, por exemplo,
e tem um custo operacional comparativamente baixo em relacdo a extragdo com fluido
supercritico. Por esses motivos incentivaram o desenvolvimento de um mecanismo rapido e
sensivel para a quantificacdo de azadiractina (1) e 3- tigloilazadiractol em gréos e éleo de nim
plantados no Brasil para controle de qualidade e melhor comercializacdo de sementes e 6leo).
Fluidos supercriticos sdo substancias que sdo mantidas acima de sua temperatura e pressao
criticas. Ou seja, em temperaturas maximas, vocé pode converter um gas em liquido
aumentando a temperatura e pressdo maxima (Araujo, 2008) que pode converter um liquido em
gas aumentando a pressdo e a temperatura do liquido. (Biasi; Deschamps, 2009).

Filippis et al., (2001) afirma em seu trabalho que os solventes de extragdo de CO2 séo

altamente lipofilicos, e substancias polares como sais organicos e inorganicos, acucares,
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glicosideos, aminoacidos, soro fisiologico, taninos e fosfolipidios sdo completamente como
polimeros e proteinas, polissacarideos e politerpenos. 1sso proporciona a vantagem de obter um
extrato que € substancialmente livre dessas substancias e, portanto, fornece seletividade na

extracao.

Figura 4 — CO2 Supercritico

Fonte: https://www.depamupumps.com/co2-supercritical-for-laboratory

Fonte:https://www.depamupumps.com/co2-supercritical-for-laboratory.
O CO:z2 supercritico, conforme ilustrado na figura 4 é obtido sob condicdes de alta
pressdo e alta temperatura de acima de 31°C. Nessas condigdes, 0 CO2 atinge um estado em
que sua viscosidade é a de um gas, mas sua solubilidade é a de um liquido (Biasi; Deschamps,
2009). Depois da extracao € necessario apenas diminuir a pressao estimulando o CO2 aretornar
ao estado gasoso e seja eliminado (Biasi; Deschamps, 2009).

3.4 Contexto econémico e biolégico

Matias et al., 2021; Morais e Marinho-Prado (2016), afirmam que por motivo de
preocupacdo com impactos ambientais e salde humana provocado por pesticidas sintéticos, os
pesticidas vegetais conquistaram espaco como possibilidade de ser alternativa para essa
demanda. Além disso, a sociedade esta cada vez mais preocupada com a qualidade e seguranca
dos alimentos, com o objetivo de cuidar e preservar a salde humana e 0 meio ambiente,
tornando o uso dessas substancias indesejavel pelos consumidores, pois esses compostos podem
causar fraqueza, dores abdominais, vomitos, espasmos musculares e convulsdes (Rodrigues et

al., 2017). A éarvore nim € uma referéncia entre os pesticidas naturais visto que seus
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fitoquimicos séo naturais. Em meados do século XX foi o biopesticida botanico mais estudado
e com maior interesse em pesquisa e comercializagdo (Isman, 1997), o dleo da folha de nim
como biopesticida natural aponta ter um grande potencial para controle de pragas e
desenvolvimento sustentavel (Gupta, 2022).

Dessa maneira, a maior parte das patentes registradas sdo para preservacao de cultivos
indicando que ha um aumento no interesse por biopesticida, este segmento cresceu 10 % no
mundo (Kumar; Singh, 2015), assim estima-se que o desenvolvimento continuara cerca de 15
% por ano, podendo ultrapassar o crescimento de pesticidas sintéticos (Marrone, 2014). O
mercado de pesticida ja alcancou o lucro de U$ 56 bilhdes, ja o biopesticidas U$ 3 bilhdes
(Marrone, 2014), h4d uma previsdo de um aumento de producdo de “US$ 8,82 bilhdes nos
Estados Unidos até 2022, US$ 8 bilhdes na Europa até 2024 e US$ 1,363 bilhdo na China até
2025” (Azizbekyan, 2019, p. 2). Entre os pesticidas no mercado, 0s que possuem maior
destaque comercial sdo 0s que possuem a substancia azadiractina na formula do produto
(Kilani-Morakchi; Morakchi-Goudjil; Sifi, 2021).

No entanto, o mercado de pesticida natural pode enfrentar um grande desafio que é o
monopdlio das grandes industrias agroquimicas, pois estas empresas fazem fusdes e aquisicdes
com afinalidade de permanecerem firmadas no mercado, desse modo, diminuem a concorréncia
e oferecem ao mercado solugcbes mais lucrativas e que ndo consideram a sustentabilidade
econdmica (Faber, 2020). Bayer, Basf e Sygenta sdo multinacionais que investem em solucdes
biopesticidas, firmando contrato de venda de solugdes bioldgicas com muitos paises, criando
departamento e realizando aquisi¢des e fusdes com outras empresas, assim, validam interesse

nesse segmento (Azizbekyan, 2019).
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4 METODOLOGIA

4.1 Amostragem

Foram coletadas manualmente as folhas das arvores de nim situada no Campus Cimba
da Universidade Federal do Norte do Tocantins em Araguaina (figura 5), Av. Paraguai, s/n —
Bairro Cimba, Araguaina — TO, no periodo matutino entre os meses de novembro de 2021 a
fevereiro de 2022, (Latitude: -7,18149 S 7°10°53,35212”. Longitude: -4,19799 W
48°11°52,77588”. Ap0s a coleta, as folhas foram levadas para o Laboratério de Quimica
Organica e Quimica Analitica do curso de licenciatura de quimica, em seguida selecionadas e
pesadas.

Figura 5: nim no campus Cimba — Araguaina -TO

.- A

Fone:Autoria prépria (2023)

4.2 Extracao do 6leo

Todo o material coletado (figura 6), para ser utilizado na extracédo foi selecionado com
0s seguintes critérios; as folhas verdes em bom estado com cerca de cinco centimetros de
comprimento (figura 7) e que nao apresentassem caracteristicas apodrecidas, ressecadas ou
amareladas.
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Figura 6: folhas de nim selecionadas

Fonte:Autoria propria (2023)

Em seguida, as folhas foram cortadas individualmente e pesadas em uma balanca

analitica, apds a pesagem foram colocadas em um baldo de fundo redondo.

Figua 7: mensuracdo da folha de nim
| %

Fonte:Autoria propria (2023)

O método utilizado para extracdo do 6leo das folhas de nim foi o sistema Clevenger,

onde foi utilizado 238 g de folhas do nim pesadas em balanca analitica (Modelo AUY 220,
marca Shimadzu), em seguida as folhas foram introduzidas no baldo de fundo redondo do

sistema, depois foi adicionado cerca 450 mL de agua destilada. Depois de ligar o sistema
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Clevenger, adicionou-se 50 mL de solvente Hexano no coletor de 6leo para separar a agua do
6leo essencial, ap6s uma hora, notou-se a primeira goticula de 6leo essencial percorrendo pelo
aparelho.

Figua 8: Processo de filtragao

Fonte:Autoria propria (2023)

Depois deduas horas de coleta do 6leo, retirou-se a agua pela torneira, coletou-se o 6leo
com o Hexano, adicionou-se cerca de 1g de sulfato de sodio anidro P.A (Para Analise)
(Na2SO4) para retencao de goticulas de dgua ainda existente, em seguida, filtrou-se para retirada
do Na2S04, apos a coleta foi direcionado para a capela em um becker de vidro de 50 ml (figura
8), aqueceu-se numa manta para a evaporac¢ao do hexano, ficando apenas o 6leo essencial para,
em seguida, ser analisada, o processo demorou cerca de 4 horas, considerando o0 momento da
pesagem das folhas até a retirada do Hexano.

4.3 Andlise por microextracdo em fase solida do headspace (HS-MEFS/CG-EM)

Para a aplicacdo do HS-MEFS/GC-MS, a fim de analisar o 6leo, pesou-se cerca de 0.3
g do 6leo de nim, transferiu-se para um vial para headspace de 10 mL de vidro transparente de
tampa de silicone. Em seguida, posicionou-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

termometro infravermelho (modelo ST-600, marca Incoterm).
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Figura 9 - Extracdo dos volateis por HS-MEFS

Fonte:Autoria prdpria (2023)

Posteriormente, inseriu-se a agulha do holder no vial, expondo a fibra MEFS (revertida
por filme de carboxen/polidimethilsiloxano) ao headspace do vial por 15 minutos para capturar
os volateis (Figura 9). Depois, recolheu-se a fibra retirando-se o holder do frasco e transferiu-
se para 0 CG-EM para analise dos volateis (figura 10).
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A separacdo das substancias volateis, ocorreu utilizando o cromatdgrafo a gas acoplado
ao espectrometro de massas (CG-EM Agilent Technologies 7890B CG system e o0 EM 5977B
MSD) (figura 10). Anteriormente a realizacdo da corrida cromatogréfica, efetuou-se o
condicionamento da fibra de MEFS conforme as recomendagfes contidas no manual. A
configuracdo da corrida cromatografica foi aplicada conforme a literatura para 6leos e
alimentos: 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 ionizacdo foi 230 °C e quadrupolo 150 °C. O gas de
arraste utilizado foi o hélio (99,999 % de pureza) modo de injecdo split 1:50, injecdo 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 ionizagdo do espectrometro de massas emitiu uma energia ionizacao
de70eV.

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

foi dada por célculo e confirmacdo por referéncia do indice de Kovats.

Figura 10 - Injecdo manual da amostra com a fibra MEFS no CG-EM

Fonte:Autoria prdpria (2023)

A anélise o 6leo também foi realizado por de injecdo direta em solvente, diluiu-se o éleo
na razdo 1/100 em hexano (V/V) utilizando-se de uma micropipeta 10-100 pL e 100-1000 pL.

A injecdo ocorreu no modo split 1:50, e cerca de 1 puL da amostra foi injetada no modo
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automatico utilizando uma seringa de vidro de 10 pL. As condi¢des cromatograficas
empregadas foram aplicadas conforme o trabalho de Hossain et al., 2013.

A temperatura inicial do forno foi 45 °C, permanecendo por 3 minutos, com taxa de
aquecimento 3 ° C/minuto, até o aquecimento de 150 °C com variacdo de 20 °C/minutos
finalizando em 250 °C, o tempo de andlise com duracdo de 48 minutos. A temperatura do
injetor, 155 °C e fonte de ionizagdo 230 °C e quadrupolo 150 °C. Utilizando o espectro de

massas a energia de ionizacdo foi de 70 °C utilizado no sistema de ionizacao de elétrons.
4.4 Determinacdo de indice de Kovats

Foi utilizada uma mistura de padrao de n-alcano (C7-Cso) para determinar o indice de
Kovats de cada composto detectado na andlise dos 6leos, por meio dos tempos de retencdo dos
n-alcanos, doscompostos e comparando os resultados da literatura que tinham fase estacionéria
da coluna capilar similar. Os critérios das corridas cromatograficas utilizados foram 0s mesmos
das analises dos6leos, a excec¢do para injecdo dafibra MEFS, que, nesse caso, ocorreu no modo

automatico. O Calculo do indice de Kovats foi realizado aplicando a Equagéo (1):

_ trX—trN
trN+1—trN

X100 n Equacéo (1)

Onde:

IK: Indice de Kovats;

trX: Tempo de retengdo do composto estudado;

trN: Tempo de retencdo do alcano N com o valor tempo de retengéo (tr) anterior ao do
trX;

trN+1: Tempo de retencdo do alcano N com o valor tempo de retencéo (tr) posterior ao
dotrX;e

n: numero de dtomos de carbono do alcano N com tr anterior ao trX.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Rendimento do 6leo de nim

Realizou-se a extracdo do 6leo de nim através do sistema Clevenger obtidas na UFNT
unidade Cimba em Araguaina-Tocantins, a média dos rendimentos foi de 0,03 %. O trabalho
de extracdo do Oleo das sementes de nim utilizando o sistema Sohxlet, obteve rendimento de
23,73 %, resultado superior ao de nosso trabalho (Simyao M. C. 2023).

Entretanto, houve alguns desafios durante a amostragem, dentre eles a coleta das folhas
de nim devido a altura dos galhos das arvores e para isto, foi utilizada uma escada e um
dispositivo de corte para coletar as folhas inteiras dos galhos mais altos, pois ha uma
seletividade para obter maior éxito na extracdo. Na etapa de extracdo do 6leo de nim pelo
sistema Clevenger o maior desafio foi o adicionamento e principalmente as retiradas das folhas
do baldo apds a extracdo, pois a espessura do gargalo € muito estreita.

O baixo rendimento do 6leo pode estar relacionado as condi¢bes do ambiente de
desenvolvimento daarvore, bem como o clima, precipitacdo de chuva, caracteristicas do solo;
genotipo; condigdes de coleta e armazenamento do material vegetal (Fernandes et al., 2019;
Neves; Carpanezzi, 2008; Saha Tchinda et al., 2021). Consequentemente, essas variaveis
impactaram no resultado do rendimento da extragdo do 6leo das folhas de nim.

5.2 Anaélise de substancias volateis por CG-EM

No trabalho de analise das substancias volateis por CG-EM levando em conta o éleo de
nim, detectou-se 52 compostos, dentre eles os que obtiveram maior area percentual relativa
foram, na injecdo direta, sendo eles: acetato de etila, 96,3 %; (E)-1(Propenil) -3-
propiltrisulfano, 76,6 %; n-Hexano, 62,70 %; 2,4-Hexeno-1-ol, Z, 68,9 %; 2-Ciclopenteno- 1-
one, 2-metil, 60 %.

O acetato de etila, por exemplo, cuja estrutura € mostrada na figura 11, é um solvente
organico usado como reagente em reagdes de sintese organica, para extracdo e purificacdo de
produtos organico e em técnicas analiticas de separacdo, como cromatografia liquida de alta
eficiéncia (CLAE). E de grande importancia na indGstria quimica devido as suas versateis

propriedades quimicas.
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Figura 11 — Estrutura do composto acetato de etila.

O
O/\
Fonte:Autoria propria (2023)

EtOAcC é um éster liquido em temperatura ambiente, incolor, volatil, com odor frutado
caracteristico, moderadamente polar e ndo higroscépico, e instavel na presenca de bases fortes
e acidos aquosos, tem a formula molecular C4HsOz2, peso molecular 88,10 g/mol, ponto de
ebulicdo 77 °C, pontode fusdo -83 °C, densidaderelativa a 25 °C 0,898 g/cm. O acetato de etila
também conhecido como acetato de etila € parcialmente solivel em agua e na maioria dos
solventes organicos, como etanol, acetona, éter e cloroférmio (De lucas chazin 2012). Sua
toxicidade pode variar de baixa a moderada, e o contato com os olhos pode provocar irritacéo,
lacrimejamento, vermelhiddo e dor. Devido a sua ocorréncia natural em vérias plantas, é
utilizado como flavorizante na indlstria de alimentos e, como aromatizante, na industria de
cosmeticos (De lucas chazin 2012).

Quando em contato com a pele o EtOAc pode resseca-la e levar ao seu
desengorduramento, provocando, assim, erupcfes cutaneas, rachaduras e dermatites, e
facilitando o desenvolvimento de infecgdes secundarias. Este solvente pode ser absorvido
através da pele, se inalado pode causar irritacdo do nariz e garganta, tosse, tontura e dor de
cabeca. Exposicdo a altas concentracGes pode resultar em dor de cabeca, nauseas, perda de
apetite e sonoléncia. A ingestdo pode provocar irritacdo do trato digestivo superior, nauseas,
vomitos, dor abdominal, diarreia, tonturas e sonoléncia. A aspiragdo pode resultar em
pneumonia quimica e edema pulmonar (Lucas Chazin, 2012).

No que diz respeito ao n-hexano um hidrocarboneto volatil e combustivel, incompativel
com agentes oxidantes fortes (Windholz et al., 1983) sendo um dos principais componentes do
éter de petroleo. Ele é muito empregado em separacdes cromatografica em fase normal e na
purificacdo de extratos vegetais para extracdo de compostos lipofilicos, como lipidios, ceras,

esteroides, acidos graxos, dentre outros.
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Figura 12: Estrutura do composto n-Hexano

H,C
\/\/\CH3

Fonte:Autoria propria (2023)

Este composto é amplamente utilizado pela inddstria quimica em seu estado puro
comercial, encontrado em uma variedade de produtos, ou seja, adesivos, tintas, vernizes,
produtos de revestimento, cimento e em outro tipo de industria, como a de calgados ou de
petréleo (Fedtke & Bolt, 1987). No entanto, ndo foi encontrado trabalho referente a aplicacdo
do n-Hexano como inseticida, herbicida no &mbito da agricultura, hortalicas ou pecuéria. Por

outro lado, é usado na industria de calgados porque é um dos ingredientes de alguns materiais
como a cola, a tinta e produtos de limpeza.

No que ser refere a industria petrolifera 0 n-hexano esta presente na composi¢do do
petrdleo bruto e do gas natural em medidas diferentes. ApGs 0 processamento das materias
primas e extracdo do produto final, supBe-se que 0 n-hexano encontra-se presente em
gasoleo/gasolina sem chumbo (11,6%) e no combustivel designado a aviacdo (2%). Posto que
este tipo de materiais é usado no dia a dia e em grande propor¢édo, a populacdo de modo geral
esté sujeita a exposi¢do a este produto por meio dainalacdo devido a polui¢do (Brugnone et al.,

1991). A Tabela 1 estdo listados 0s 52 compostos volateis detectadas.

Tabela 1 - Lista de compostos volateis detectados por CG-EM no 6leo da folha do nim.

Composto ;%rlggldllgr Tr (min) :\IRI; Area IDE
(%)
Dimetil diazeno C2HeN2 2,24 * 15,30 *
n-Hexano CsHu1s 2,71 629 62,70 |
Acetato de etila C4HsO2 2,85 106 96,30 |
1,3 Ciclopentandieno CsHs 3,12 * 20,00 *
1,3,5 Hexatrieno CesHs 3,47 * 18,00 *
2,5-Dimetilfurano CeHsO 4,03 * 15,90 *
2,4- Dimetilfurano CsHsO 4,14 * 13,60 *

6-Hidroxi 2-Hexanona CeH1202 5,5 795 0,49 I



2,4-Hexadienol

2- Metil 2-Pentenol
4-Metil 3-Pentenol
3-Hexeno-2,5-diol
2,4-Hexadienol
3-Metil 4-Pentenol
2-Etil 2-Butenal

2-metil 2-Ciclopentana
3,6-Dimetil, Octan-2-one
1,2-Epoxi, Ciclooctano
1-(Ciclopropil-nitro-metil)

ciclopropentanol

1-Metilpentil hidroperdxido,
6-Metil-biciclo [4.2.0] octan-

7-ol

5,7-Dimetil-1,6-octadieno
Ester undec-2-enil do 4acido

tricloro acético

2 Metileno, olestan-3-ol,
Acetato, 9-Tetradecenol, (E)

4-Cloro-3-n-

butiltetraidropirano

2-Heptanona

7-Hexadecenal, (2)

2-Hexil-4cido

ciclopropanoacetico

1,2,3,4-Tetrametil benzeno
1-Etil-2,3-dimetil benzeno
4-Etil-1,2-dimetil benzeno

Isopulegol

O-decil hidroxilamina

Acido eicosatrienoico

9,12- Cloreto
Octadecadienoila

2,4-Dodecadienal

de

(E)-1(Prop-1-en-1-il)-3-

propiltrisufano
2

Metileno

ciclopentanopropanol
Acetato de etilpentil

CeH120
CeH120
CeH120
CeH1202
CesH120
CeH120
CeH100
CsHsO
CioH22
CsH140
C7H11NO2
CeH1402
CsH140
Ci1oH1s

C13H21Cl302

C27H480
C16H3002

CoH17CIO

C7H140
C16H300

C11H2002

CioH14
CioH14
CioH14
C10H180
C10H23NO
C20H3402

C18H3202
Ci12H200
CeH12S3

C7H12
CoH1802

5,63
5,95
6,7
7,7
81
91
9,63
10,25
11,14
12,31

12,48
12,61
12,94
13,1

13,31

13,65
14,75

15,4

17,55
19,5

19,71

20,2
20,4
21,2
22,07
24,3
26,6

29,8
30,1
30,38
32,64

33,74

893
*

*

0,17
0,17
0,13
0,35
0,59
0,09
0,19
0,60
0,09
0,05
0,13
0,37
0,07
6.21%
0,13
0,05
0,05
0,19
0,06
0,49
5,63%
0,16
0,18
0,08
0,06
7.74%
0,08
0,31
0,13

0,06

0,34

0,12
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2 Etil, 3 metoximetoxi, 1
noneno
Ester metilico do acido 2

C13H2602 34,28 * 0,11 *

metoxi, 3 metil,2 butendico CeH100 34,4 ) 0,09 )
y-Elemeno Cis5H24 34.71 * 0,09 *
1 N.oneno,_ 2 etil 3 C1sH260s 35,4 * 0,11 *
metoximetoxi

(Iaziitgsratrirgr?giltlz(c:)o do &cido C21H3402 36,9 * 0,07 *
Beta Guaieno CisH24 37,8 * 0,16 *
metienop sa T CeHaO L
3,7(11) - Dieno selina CisH24 39,16 * 0,06 *
B) Guaiene CisH24 45,32 * 0,21 *
g;’iﬁér:ﬁg)l'g(g'met'IbUt' CisH22 45,71 * 011  *
a-Vetivol C15H240 46,5 * 0,11 *
Etil iso allocholate C26H440s5 47,8 * 0,11 *

Tentativa de identificacdo *
(IDE) Identificado !

IRL: indice de Retencéo Linear
Tr: Tempo de Retencdo

Fonte: Autoria propria (2023)

O acetato de etila (AcOELt) € uma substancia que possui diversas aplicacdes na industria
quimica, com técnicas analiticas e em laboratorios de sintese organica como solvente e reagente.
O AcOEt é utilizado como solvente na industria farmacéutica como solvente de extracao e para
aconcentracdo e purificacdo deantibidticos devidoasua ocorréncia natural em diversas plantas,
é utilizado como flavorizante na industria de alimentos e, como aromatizante, na industria de
cosmeéticos (De Lucas Chazin 2012).

Balandrin, Lee e Klocke (1988) analisaram, em suas pesquisas, por CG-EM os volateis
de 6leo de nim e identificaram os compostos 2-metil-2-pentenal, 3,4-dimetiltiofeno, cis e trans
do propenilpropiltrissulfeto e di-(1-propenil) -trissulfeto. Esses ultimos compostos, que sdo 0s
organossulfurados, 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 identificado no 6leo esséncia de alho
(Allium sativum) (Satyal et al., 2017). O volatil mencionado acima e o 2-metil-2-pentenal foram
identificados em 6leo de folhas de nim (Mubarak; Kulatilleke, 1990) também em amostra de
cebola por MEFS (Choi et al.,, 2017). O 2- metil-2-petenal teve a atividade antifingica

confirmada, no combate Fusarium oxysporum f. sp. Cubense raca 4 (Zhang; Mallik; Zeng,



30

2013). A Figura 13 mostra o cromatograma da amostra da folha de nim por HS- MEFS. Nesta

figura estdo enumerados os volateis com maior &rea percentual.

Figura 13. Cromatograma de ions totais do 6leo da folha de nim.

Aburdanci Compostos area (%)
undancia N . . .
1. 2 Etil, 3 metoximetoxi, 1 noneno 14,40 3
Je+7F A
2.9,12- Cloreto de octadecadienoila 9,17
2.5 e+07 - , . . . .
3. Ester metilico do acido eicosatrienoico 31,80 1
2 e+ 7 ] 4.9-Tiocianato androst-4 eno-11-0l-3,17-diono 20,80
5. Etil iso-allocholate 10,50
1.5e+07 ]
1e+07 |
0.5 e+07 ]

Tempo de Reteng® 500 10.0 15.0 . . 30.00 350
Fonte: Autoria propria (2023)

Em nosso trabalho foi detectado alguns compostos importantes, no entanto, nao foi
encontrado trabalhos referentes aos compostos identificados no cromatograma acima, exceto
0s compostos &cido eicosatrienoico e o etil iso-allocholate. O &cido eicosatrienoico, por
exemplo, foi relatado no trabalho de Sousa, et al., (2014) como um composto presente no azeite
de oliva. Ruiz Hernandez (2018) em um estudo de identificacdo de compostos quimicos por
GC-MS identificou esse acido na erva cidreira (Melissa officinalis), além disso, foi encontrado
pesquisa sobre esse composto nas sementes da X. americana que foi determinado por
cromatografia gasosa acoplada a espectdmetro de massas (CG-EM), (De Sousza Luna, 2006).

O composto etil iso-allocholate é identificado como uma substancia antimicrobiana
presente no arroz as variedades medicinais, possuem propriedades defensivas e terapéuticas
contra muitas doencas humanas. Conforme este estudo, Escherichia coli desenvolveu
resisténcia a maioria dos os antibioticos, inclusive os sulfonamidas que possuem como alvo a
diidropteroato. Os compostos isolados com atividade antimicrobiana citada foram submetidos
a ensaios moleculares e procedimentos de acoplamento para compreender o comportamento de
ligacdo dos ligantes com o alvo. Esses estudos mostraram que o etil iso-allocholate e o éster
2,3-dihidroxipropilico do éacido 9,12,15-octadecatriendico foram os melhores compostos de
ligacdo (Malathi et al., 2017).
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6 CONCLUSAO

Este estudo buscou abordar os principais pontos na extracao e separagao dos compostos
quimicos do 6leo da folha de nim. A extracdo eficiente do déleo de folha de nim foi realizada
pelo sistema Clevenger com solvente hexano, obtendo-se um rendimento de 0,3 g. Um total de
52 compostos volateis foram detectados no éleo de folha de nim usando a técnica HS-
MEFS/CG-EM.

Os objetivos desse estudo foram alcancados visto que foi possivel identificar os
compostos quimicos, utilizar de forma efetiva o sistema de extragdo do 6leo essencial e o
levantamento de dados relacionados ao contexto econémico e biolégico. Os extratos podem ser
extraidos por diferentes métodos, o sistema Clevenger, método utilizado no nosso trabalho, por
exemplo, mostrou-se eficaz em todas as etapas, atendendo as nossas expectativas, no entanto
ha limitacbes quanto a quantidade de 0leo extraido, a introducéo as folhas no baldo e o tempo
para se obter a Oleo. Alguns compostos ndo foram identificados na biblioteca Nist.
Determinados compostos identificados em nosso trabalho, também foram encontrados e
isolados em outras pesquisas como o acetato de etila e 0 n-Hexano. No ponto de vista técnico,
as etapas das pesquisas que realizamos foram satisfatorias tanto para este, quanto para futuros
trabalhos.

Com isso, portanto, pode-se afirmar que os resultados desse trabalho podem, de alguma
forma, contribuir para sociedade e para futuras pesquisas, visto que as substancias estudadas
apresentam solucdes para controle de pragas na lavoura sem afetar o meio ambiente e
demonstraram eficiéncias nos setores cosméticos e farmacos. Considerando que o
conhecimento é importante para evolu¢do do homem, como perspectiva para futuras pesquisas,
recomenda-se maior aprofundamento referente a esse tema, com vista a identificar novas
informacBes sobre os compostos presentes no Oleo de nim, isolar e avaliar atividades

biopesticidas dos compostos detectados.
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