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TOXIC POTENTIAL OF Azadirachta indica SEED OILS OBTAINED
THROUGH MACERATION AND SOXHLET EXTRACTION

Ulisses Mariano Torres?, Isadora Pereira da Silva Barreto?,
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RESUMO

Azadirachta indica A. Juss (nim) ¢ uma planta nativa do continente Indiano, alvo de estudos devido seu po-
tencial praguicida e repelente. A utilizagdo de plantas ¢ uma alternativa ao uso de inseticidas sintéticos, que
podem trazer maleficios a alguns individuos e ao meio ambiente, bem como a busca por solventes menos toxi-
cos. O oleo extraido das sementes de A. indica possui o bioativo azadiractina, responsavel pela agio inseticida.
Este trabalho objetivou avaliar o perfil de toxicidade em ensaios com larvas de Artemia salina de 6leos obtidos
de sementes de 4. indica por dois métodos extrativos diferentes, usando etanol comercial (93%) como solven-
te: maceragdo e soxhlet. Os testes de letalidade com A. salina foram realizados em triplicata. Os rendimentos
percentuais alcangados no processo de extragdo do 6leo por maceragdo e por soxhlet foram, respectivamente,
39,0 % e 28,0 %. O perfil de toxicidade apresentou baixo grau de toxicidade, com pequena variagao dentre os
métodos, indicando um potencial promissor na utilizacdo desses 6leos para diversas aplicagdes.

Palavras-chave: azadiractina; nim; toxicidade; inseticida.
ABSTRACT

Azadirachta indica A. Juss (neem) is a plant native to the Indian continent and has been studied for its pesticide

and repellent potential. The use of plants offers an alternative to the use of synthetic insecticides, which can
be harmful to some individuals and the environment, as well as the search for less toxic solvents. The oil
extracted from A. indica seeds contains the bioactive azadirachtin, responsible for its insecticidal action.
The objective of this study was to evaluate the toxicity profile of oils obtained from A. indica seeds using
two different extraction methods, using commercial ethanol (93%) as the solvent: maceration and soxhlet.
Lethality tests with A. salina were performed in triplicate. The percentage yields achieved in the oil extraction
process by maceration and soxhlet were, respectively, 39.0 % and 28.0 %. The toxicity profile showed a low
degree of toxicity, with little variation between the methods, indicating a promising potential in the use of
these oils _for various applications.

Keywords: azadirachtin; neem; toxicity, insecticide.
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INTRODUCAO

O uso de pesticidas tem se expandindo nas ultimas décadas, tendo como objetivo a erradi-
cacdo ou o controle de pragas no setor agricola e no setor que envolve a satde publica (Kamaraj et
al., 2024). Os métodos de controle de pragas sido empregados ha muitos anos pelo uso de pestici-
das sintéticos, o que levanta preocupacdes ecologicas e ambientais. Desta maneira, visando alcangar
principios sustentaveis, estratégias que envolvam o desenvolvimento de pesticidas a partir de fontes
naturais vem ganhando destaque (Barbhuiya ef al., 2024).

O fato da contribui¢do de influéncia ecologica negativa dos pesticidas quimicos contribui
para a promog¢ao de biopesticidas mais seguros e alternativos (Ayilara et al., 2023). O potencial re-
pelente e inseticida, ecologicamente correto, foi investigado em milhares de plantas, ha cerca de 50
anos, em diferentes por¢des de diversas espécies vegetais (Kamaraj et al., 2024). As vantagens de
pesticidas naturais, em relagdo aos sintéticos, ¢ a menor toxicidade e maior direcionamento a pragas
especificas, visto que seus ativos exercem ac¢do eficaz no sistema nervoso de insetos, mesmo em
pequenas quantidades de material vegetal, devido a sua ampla variedade de metabodlitos secundarios
(Kilani-Morakchi; Morakchi-Goudji; Sifi, 2021).

Desde os primordios, inimeras plantas sao utilizadas para fins terap€uticos € muitas possuem
atividade inseticida (Ghoshal & Sandal, 2024). Os 6leos derivados de plantas sdo usados para prote-
¢do contra infestagdes de insetos, bactérias e fungos; sdo liquidos oleosos complexos e volateis, rela-
cionados a grupos funcionais como 6xidos, fenois, ésteres, cetonas, alcoois, aldeidos, sesquiterpenos,
diterpenos e monoterpenos. Os compostos presentes sao projetados para que seja um substituto viavel
aos pesticidas convencionais (Barbhuiya et al., 2024).

A planta Azadirachta indica A. Juss, conhecida como “nim” ou “neem”, ¢ uma das plantas
prevalentes ha mais de 2000 anos, cujas sementes possuem acao inseticida (Ghoshal & Sandal, 2024).
O nim ¢ nativo do continente Indiano e foi introduzido na América do Sul, sendo alvo de descobertas
no combate a mais de 200 espécies de insetos e pragas (Fundaj, 2021). A planta tem sido explorada
ha décadas, e o seu dleo possui uma ampla gama de bioativos como a azaractina, salanina, nimbidina,
gedunina, nimbina, isomargolona, margolona, nimbolide, margolona, entre outras, que conferem suas
propriedades pesticidas e inseticidas, sendo o principal constituinte a azadiractina, que age como
regulador de crescimento de insetos (Kilani-Morakchi; Morakchi-Goudji; Sifi, 2021; Barbhuiya et al.,
2024). Alguns estudos relacionam o potencial repelente do 6leo de nim em artropodes como Anophe-
les arabiensis e Culex quinquefasciatus (Mandal, 2011; Abiy et al., 2015).

A bioatividade de espécies vegetais possui variagdes devido a diferenga de habitat, ecologia
e clima, o que resulta em alternancias drasticas entre regides. E fundamental, para o campo de pes-
quisa que utiliza fontes naturais, o controle de metabolitos secundarios de plantas, a fim de garan-

tir a disponibilidade de seus recursos vegetais e preservar a biodiversidade (Kamaraj et al., 2024).
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Entdo, a utiliza¢do de técnicas alinhadas a quimica verde ¢ uma opcao vidvel para a redu¢do dos
impactos ambientais e de saude prejudicial, com a substitui¢do de solventes tradicionais toxicos € os
custos associados ao descarte de residuos perigosos, que sao utilizados no processo de extracao de
oleos (Ghosha & Sandal, 2024; Kalisz et al., 2024). Assim, além da questdo ambiental, ¢ necessario
aprofundar estudos de toxicidade ao ser humano.

Os ensaios de toxicidade sdao capazes de prever propriedades essenciais para a sobrevivéncia,
proliferacdo e fungdes celulares, por diferentes mecanismos. Ferramentas de bioensaios utilizando
organismos vivos realizam medi¢des sobre o efeito de fitofArmacos em sistemas biologicos, por meio
de estudos de “letalidade de larvas de Artemia salina”, na determinagdo da Dose Letal Média (DL, )
(Avalos-Soto et al., 2014). Apesar das limitagdes desses estudos, eles demonstraram correlagdes no-
taveis com ensaio de letalidade para camundongos, além de vantagens com a facilidade de uso, baixo
custo, rapidez, capacidade de avaliar muitas amostras e beneficios éticos (Araya et al., 2024). O teste
com Artemia salina foi apresentado pela primeira vez por Meyer e colaboradores (Meyer et al., 1982).

Considerando a importancia do manejo de insetos, com base em questdes ambientais, faz-se
necessario mais avaliagdes em relagdo a descoberta de novos compostos. O impacto negativo de
inseticidas sintéticos torna a produ¢do de inseticidas derivados de plantas um caminho promissor.
Para avaliar a eficdcia e concentragdes adequadas, esse trabalho tem como material de partida se-
mentes de nim e teve como objetivo avaliar a toxicidade de 6leos fixos obtidos por dois diferentes
métodos extrativos, empregando etanol comercial como solvente, que apresenta-se como um solvente

sintonizado com processos envolvendo a quimica verde.

METODOLOGIA
COLETA E PREPARO DO MATERIAL VEGETAL

Frutos de 4. indica foram coletados de duas arvores lado a lado do municipio de Barra do
Gargas, estado de Mato Grosso, no més de setembro do 2023, com coordenadas geograficas de
15°52°55.0”’S 52°16°47.7°W. Do material coletado, as cascas foram retiradas para obten¢ao das semen-

tes (Figuras 1 a 4).
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Figura 1 - Arvore de Azadirachta indica (nim) Figura 2 - Arvore de Azadirachta indica (nim)

utilizada na pesquisa. utilizada na pesquisa, destacando os frutos.

1 B
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Figura 3 - Frutos colhidos de Figura 4 - Sementes de Azadirachta indica (nim)

Azadirachta indica (nim). ap0s retirada das cascas dos frutos.

Fonte: Construcao do Autor.

EXTRACAO DOS OLEOS FIXOS

As sementes coletadas de 4. indica foram submetidas a um periodo de 15 dias de secagem
em temperatura ambiente, utilizando um dos balcdes internos do LAPQUIM/CUA/UFMT, sob
protecdo da luz. Apds secagem, as sementes foram maceradas em almofariz e pistilo de porcelana
e pesadas em balanga analitica. A extragdo do 6leo fixo foi realizada por dois métodos distintos,
baseado nas literaturas: Oliveira et al. (2016) e Hidayat & Wulandari (2021): extragdo por solvente
(maceracdo), em que utilizou-se temperatura ambiente e extragdo por aparelhagem de soxhlet, a
quente; em ambas o solvente de extracdo foi etanol comercial 93%, adquirido de comércio local.
Na obtencao do 6leo por maceragdo, utilizou-se 200,0 g das sementes, que foram emergidas em 3,0
L de etanol 93 % por 20 dias, com agitacdo ocasional e temperatura ambiente. Para obten¢do do
oleo pelo método de soxhlet utilizou-se 130,0 g de sementes e etanol 93% como solvente, a quente,

durante 4 horas. Posteriormente aos processos de extracdo, foi realizada a destilagcao simples, para

a obtencao dos oleos, que foram mantidos em frascos de vidro préprios € armazenados em estufa
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por 5 dias a 40 °C para secagem até peso constante. O célculo de cada rendimento percentual foi

realizado usando a equacao a seguir:

% Rendimento = (peso do dleo extraido / peso das sementes) x 100

ANALISE DO POTENCIAL TOXICO

A avaliagdo do potencial toxico do dleo obtido de sementes Azadirachta indica foi realizada uti-
lizando larvas de Artemia salina Leach, para os diferentes métodos extrativos, seguindo a metodologia
de Meyer et al. (1982), com adaptagdes baseada em Pour & Sasidharan (2011) e Batalini et al. (2020).
Os ovos de Artemia salina Leach foram eclodidos em solugdo aquosa de sal marinho 0,037 gmL™" (p/v),
sob i1luminagao artificial constante (IAmpada de 40 W), a 28 °C + 2 °C, por 48 horas. Foi preparada uma so-
lugdo padrao de 5,0 mg.mL" (250 mg de 6leo e 50 mL de etanol). A partir da solugdo padrao, transferiu-se
para tubos de ensaio, os volumes de 25,0 uL, 50,0 uL, 100,0 uL, 300,0 uL, 500,0 uL, 1.000,0 L, 1500,0
uL, 2.000 uL e 3.000 pL, que posteriormente foram levados para evaporagdo do solvente em estufa a
50 °C. Apds a completa secagem, acrescentou-se 3,0 mL de solucdo salina em cada tubo e 10 larvas vivas
de Artemia salina Leach, completando o volume do tubo até 5,0 mL, obtendo ao final, as concentracdes de
25,0 ug.mL", 50,0 pg.mL", 100,0 pg.mL", 300,0 pg.mL", 500,0 ug.mL", 1000,0 ug.mL", 1500,0 pg.mL",
2000,0 pg.mL", 2500,0 pg.mL" e 3000,0 pg.mL", respectivamente. Os tubos foram mantidos sob ilumi-
nagao constante por lampada 40 W (28 °C + 2 °C) por 24 horas. Apos esse periodo, realizou-se a contagem
das artemias vivas e mortas, com auxilio de uma lupa. A analise foi realizada em triplicata. A toxicidade
foi classificada baseada em Nguta et al. (2011) e Costa et al. (2022), sendo considerada altamente tdxicas
valores de CL,; < 100,0 pg.mL"', moderadamente toxicas CL, entre 100,0 pg.mL" e 500,0 ug.mL", fraca-
mente toxicas CL_ entre 500,0 pg.mL" e 1000,0 ug.mL" e atoxicas para CL,, > 1000,0 pg.mL". O célculo
da Concentragdo Letal Média (CL,)) dos oleos foi realizada pelo método de Probit descrito por Finney
(1971), utilizando o programa Starplus 2008 (Lhullier; Horta; Falkenberg, 2006).

RESULTADOS E DISCUSSAO
EXTRACAO DOS OLEOS FIXOS

As sementes coletadas pesaram uma massa total de 484,0 g ap6s maceradas e secas. O ma-
terial vegetal foi dividido em 200,0 g para o método de extragdo por maceracao ¢ 130,0 g para a
extracao por soxhlet, sendo que 154,0 g foram acondicionadas para experimentos futuros ou possivel
necessidade de repeticdo da analise. Algumas caracteristicas fisico-quimicas dos métodos extrativos

e seus resultados sdo apresentadas na Tabela 1.
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Tabela 1 - Caracteristicas fisicas, organolépticas e rendimento percentual dos 6leos obtidos.

Método extrativo do Rendi-mento
i Lo Temperatura Cor Odor Massa (g)
éleo de A. indica (%)
Ambiente .
Maceragao 25 Marrom amarelado Caracteristico 78,0 39,0
Soxhlet 78 °C Verde amarelado Caracteristico 37,0 28,0

Fonte: Construgdo do Autor.

Os materiais extraidos resultaram na obten¢ao de liquidos oleosos de coloragdo marrom ama-
relado para o método de maceracgdo e verde amarelado para o método envolvendo soxhlet (Figura 5).
A diferenca na tonalidade da extragdo pode estar relacionada ao método extrativo, onde temperaturas
mais brandas num maior tempo, como foi o caso da maceracdo, podem resultar em maior concentra-

¢ao de metabolitos e rendimento do material.

Figura 5 - Oleos extraidos das sementes de 4. indica por maceragio (a esquerda) e por soxhlet (a direita).

Fonte: Construgao do Autor.

Tonalidades semelhantes dos 6leos obtidos por nosso grupo de pesquisa e destacados na Figu-
ra 5, extraidos de sementes de nim em diferentes partes do mundo podem ser encontrados em traba-
lhos na literatura, envolvendo extra¢des via maceragao ¢ soxhlet, em solventes como hexano, éter de
petroleo, metanol e misturas de hexano-etanol (Tesfaye & Tefera, 2017; Aidoo et al., 2021; Mustapha
et al., 2024). Nesta ultima referéncia, bem como em Barbosa et al. (2023), também encontram-se
extracdes do dleo via soxhlet usando o mesmo solvente empregado neste trabalho (etanol), gerando
produtos oleosos com caracteristicas visuais semelhantes.

A literatura apresenta um nimero muito maior de pesquisas envolvendo extragdes de 6leo de
sementes de nim oriundos de diferentes paises usando hexano como solvente, em diferentes técnicas.
Com relagdo ao rendimento extrativo, observa-se que trabalhos que conduziram extragdes do 6leo
em hexano, em extracdes por maceragdo ou soxhlet, geraram rendimentos que variaram de 40,0 a
50,1 % (Tesfaye & Tefera, 2017; Aidoo et al., 2021). Rendimentos na faixa de 50,0 % também foram
alcancados em extracoes soxhlet usando éter de petroleo (Mustapha et al., 2024).

Com relacdo ao uso de etanol como solvente, verificam-se rendimentos entre 30,0 a 43,0 %,

em extragdes via soxhlet do 6leo de sementes de nim (Tesfaye & Tefera, 2017; Barbosa et al., 2023).
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Numa comparacdo direta dos rendimentos obtidos por nosso grupo e apresentados na Tabela 1, veri-
fica-se que os resultados encontram-se dentro do esperado.

A escolha do método de extracao pode ser determinante para o incremento do rendimento no
processo de obtencdo de 6leos de sementes da planta em estudo. Em via geral, metodologias que en-
volvam extragdes com solventes tendem a resultar em rendimentos mais satisfatorios que os métodos
de prensagem (Ernest et al., 2022), apesar que este método, isento de solvente, sinaliza-se como ali-
nhado aos principios da quimica verde. Nesta mesma dire¢do, o emprego nesta pesquisa do solvente
etanol, mais seguro e econdmico, realca a importancia de se levantar processos mais sustentaveis,

ecologicamente mais amigaveis.
ANALISE DO POTENCIAL TOXICO

Os resultados da Concentragdo Letal Média (CL, ) foram analisados para as diferentes con-

centracgoes de oleos obtidos das sementes de A. indica para os dois métodos extrativos, conforme as

Figuras 6 ¢ 7.
Figura 6 - Grafico da Concentragdo Letal Média do oleo de A. indica extraido por
Oleo de nim obtido por extracéo estatica =M onaliage
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Fonte: Construgao do Autor.
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Figura 7 - Grafico da Concentragao Letal Média do 6leo de 4. indica extraido por soxhlet.

Oleo de nim obtido por extrac&o soxhlet

10 <

Mortalidade
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0 500 1000 1500 2000 2500 3000
Concentragdo (wo.mL™")

Fonte: Construcao do Autor.

Os resultados revelaram uma Concentragdo Letal Média (CL, ) de 775,0 ug.mL" para a extragdo
por maceracao, enquanto para a extragao por soxhlet o resultado foi de 850,0 ug.mL"'. Para a classifi-
cacdo do potencial toxico, esses resultados foram comparados com valores da literatura, em trabalhos
de Nguta et al. (2011) e Costa et al. (2022), em que classificam como extratos (ou substancias) altamen-
te toxicas valores de CL,, < 100,0 pg.mL", moderadamente toxicas com CL,, entre 100,0 ug.mL" e
500,0 ug.mL", fracamente toxicas cujo CL,, entre 500,0 pg.mL" e 1000,0 pg.mL" e atoxicas para
CL,, > 1000,0 ug.mL!. Portanto, os 6leos obtidos neste trabalho, pelas duas vias de extragdo, se encon-
tram na faixa de fracamente toxicas, com valores proximos obtidos pelas duas metodologias extrativas.

Levando em consideragdo as concentragdes que apresentaram pequena diferen¢a no niimero
de mortes dos nauplios de A. salina, nos diferentes métodos extrativos, na concentragao de 2000,0
pg.mL" obteve-se a maior mortalidade pelo método de maceragio e na concentragao de 100,0 pg.mL"!
apresentou maior mortalidade para a amostra obtida pelo método soxhlet, entretanto, o n = 1 nao ¢
significativo, visto o limite de confiabilidade de 95% do teste Probit de sua andlise estatistica.

Diferentes valores de CL, sdo encontrados em trabalhos publicados envolvendo 6leo de se-
mentes de A. indica: Moraes et al. (2019) encontraram valor de CL, = 14,4 pg.mL"' (altamente toxico
segundo Nguta et al., 2011 e Costa et al., 2022), tendo como concentracdo maxima de tratamento
de 70,0 ug.mL", para o6leo extraido de sementes com éter de petroleo via soxhlet. Ja a pesquisa des-

crita por Avalos-Soto et al. (2014) encontraram CL,, = 476,0 ugmL"' (moderadamente toxico), com
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concentracdo maxima de tratamento de 1000 pg.mL™" pelo método de extracdo por maceracao, utili-
zando etanol como solvente.

Ao comparar diferente por¢des do material vegetal de 4. indica, Sousa et al. (2023) apresenta-
ram resultados de CL, = 210,6 ug.mL"' para o extrato etanolico das folhas e 476,0 pg.mL"' para o 6leo
das sementes, ambos obtidos por macera¢ao com etanol a temperatura ambiente, o que afirma que
a utilizacao de métodos de extragdo com temperaturas brandas e solventes com afinidade, garante a
conservacao dos metabolitos em diferentes porg¢des da planta, cujo padrao de potencial toxico sinaliza
possivel acdo repelente e inseticida/praguicida.

A baixa toxicidade obtida nas amostras de oleo obtidos de A. indica pelas duas metodologias
neste trabalho cria expectativas para a fabricagdo de produtos com menor impacto ambiental. As apli-
cagdes desse material vegetal sio amplas e multidisciplinares. E descrito pela Fundaj (2021) diversas
aplicacdes, com a produgdo de sabdes, esmaltes, lubrificantes e biopesticidas, por exemplo, ressal-
tando a variedade de produtos que podem ser formados a partir do 6leo de nim, devido a sua maior
qualidade e resisténcia a degradagdo, quando comparado a maioria dos dleos vegetais.

A utilizagdo do 6leo de 4. indica para a formulagdo de produtos farmacéuticos com proprie-
dades repelentes, como cremes, pomadas, lo¢des, géis e pastas, sdo importantes para a prevencao de
picadas de mosquitos transmissores de doengas, como observado por Aidoo et al. (2021). A aplicagao
de nanotecnologia tem grande potencial em conjunto com o nim e sao alvos de estudo, mostrando-se
eficientes na produg@o de produtos com surfactantes ndo i6nicos. Os nanomateriais organicos desse
tipo sdo econdmicos, estaveis e biodegradaveis (Barbhuiya et al., 2024). Portanto, os resultados dos
estudos com a planta 4. indica, até o momento, devem receber atencao nas areas de ciéncias farma-

céuticas e ciéncias de materiais.
CONCLUSOES

Os resultados obtidos neste trabalho, ao avaliar os dois diferentes métodos extrativos do 6leo
de Azadirachta indica, maceragao e soxhlet, com o solvente etanol, revelou a possivel extracao em
processos que se alinham a quimica verde, com rendimentos um pouco abaixo de alguns trabalhos da
literatura, podendo ser melhorados. Ao analisar o grau de toxicidade, as duas amostras revelaram-se
como fracamente toxico para ambos os métodos. Entretanto, a variagdo na Concentracao Letal Média
indicou que a extrac¢ao do dleo realizada por maceragao tem maior toxicidade, em relacdo ao método
a quente, via soxhlet, mas ndo foi significativo para interferir em suas respectivas classificacdes pelo
teste com Artemia salina Leach. A sinalizacdo do baixo potencial toxico dos 6leos estudados abre
perspectivas para aplicagdes em areas farmacéuticas e em ciéncias de materiais, com o desenvolvi-

mento, por exemplo, de repelentes mais seguros e com menor impacto ambiental.
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