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RESUMO

O nim (Azadirachta indica A. Juss) é uma arvore originaria da India e seus extratos sdo
amplamente utilizados na medicina popular como anti-séptico, vermifugo, contraceptivo, saboes,
xampus, pastas dentais medicinais e no tratamento de varias moléstias. O principal principio ativo
encontrado nas sementes € em menor propor¢ao no Oleo de nim ¢ a azadiractina, um
tetranotriterpendide que possui atividade inseticida. Este trabalho avaliou a aplicacdo de
processos que usam fluidos supercriticos (FSC) em sementes (améndoas moidas) de nim
cultivadas no Estado de Pernambuco, contendo 1,05% de azadiractina (determinado por Soxhlet
usando etanol) e 47,4% de oleo (determinado por Soxhlet utilizando hexano). As pressdes de
operagao usadas foram 150, 200 e 250 bar nas temperaturas de 50, 60 e 70°C (ensaios de extra¢dao
com CO, puro) e pressdes de 200 e 300 bar nas temperaturas de 50 e 60°C (ensaios de extragdo
com CO; contendo 5 ou 10% de etanol como co-solvente). A solubilidade do 6leo em CO,
supercritico aumenta com o incremento da pressao e diminui com o aumento da temperatura. A
300 bar e 50°C a solubilidade ¢ de 6,8 g de 6leo/kg de CO,. Nos ensaios a 250 bar ¢ 50°C o CO,
puro foi capaz de remover 90% do dleo, mas apenas 6,4% de azadiractina das sementes. O uso de
etanol como co-solvente favoreceu a extracdo de oleo (aumentos de 25%) e também de
azadiractina, observando-se aumentos da ordem de 5 vezes para este principio ativo. Um ensaio
exploratorio em duas etapas seqiienciais, a 50°C e 200 bar usando inicialmente 1800 g de CO,
puro, seguida de 1500 g de CO,+ 10% etanol, produziu uma fase oleosa na segunda etapa
contendo cerca de 1,5% de azadiractina. Ensaios utilizando ciclos de pressdo e despressurizagao
de CO; puro (entre 100 e 200 bar) a 40 e 60°C visando a inativagdo de fungos presentes no nim
mostraram-se eficientes na redu¢do da contaminacao de Aspergillus em sementes inteiras de nim
(reducgdo de até 80%), mas apresentaram resultados inconclusivos para as sementes moidas. Estes
resultados sdo promissores para o desenvolvimento de uma tecnologia nao-térmica de inativagao
que ¢ quimicamente ndo-agressiva ao produto, usam temperaturas amenas e pressoes que podem

ser consideradas moderadas em comparagdo a processos de inativacdo a altas pressoes (HPT).

Palavras-chaves: Nim, fluidos supercriticos, extra¢ao, azadiractina, 6leo, inativacao, fungos.
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ABSTRACT

Neem (Azadirachta indica A. Juss) is a tree that grows naturally in India and neem
extracts are widely used in the traditional medicine as antiseptic, worm killer, contraceptive,
medicinal soaps, shampoos and toothpastes and for the treatment of several health disorders. The
main active component found in the seeds and in lesser amount in neem oil is azadirachtin, a
tetranotriterpenoid with insecticide properties. This work evaluated the applicability of processes
that use supercritical fluids on milled seeds of neem cultivated in the State of Pernambuco,
Brazil, containing 1.05% of azadirachtin (determined by Soxhlet with ethanol) and 47,4% of oil
(determined by Soxhlet with hexane). The operational pressures used were 150, 200, 250 bar at
50, 60 and 70°C temperature (extraction runs with pure CO,) and pressures of 200 and 300 bar
and temperatures of 50 and 60°C (extraction runs with CO,+ethanol as co-solvent). The solubility
of neem oil in supercritical CO, increases with the increase of pressure and decreases when
temperature increases. At 300 bar and 50°C the solubility is 6,8 g of oil/’kg of CO,. Runs with
pure CO; at 250 bar and 50°C were able to remove 90% of the oil, but only 6.4% of azadirachtin
from the seeds. Using ethanol as co-solvent improved the oil extraction in about 20% and boosted
the recovery of azadirachtin 5 times. A two-step extraction run, at 50°C and 200 bar using 1800 g
of pure CO; followed by 1500 g of CO,+10% ethanol produced an oil phase with 1,5% of
azadirachtin. Runs using pure CO, under cycling pressure varying between 100 and 200 bar, at 40
and 50°C in order to inactivate naturally occurring molds in neem showed effective reduction of
Aspergillus contamination in whole seeds (80% reduction), but inconclusive results for milled
seeds. These results seems promising for the development of non-thermal inactivation treatments
that are chemically non-aggressive to the products, use mild temperatures and pressures that can

be considered moderate compared to HPT processes.

Key-words: neem, supercritical fluids, extraction, azadirachtin, oil, mold, inactivation.
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Capitulo I

INTRODUCAO E OBJETIVOS

I.1. Introducgao e relevancia da pesquisa

O crescimento populacional ao longo das ultimas décadas resultou, entre outros
problemas, em um aumento na demanda por alimentos. A agricultura que, inicialmente, era
praticada em estruturas familiares, passou a ser desenvolvida em grandes propriedades,
denominadas monoculturas extensivas, caracterizadas por apresentarem baixo nivel de
diversidade biologica e alto uso de insumos externos, especialmente fertilizantes quimicos
sintéticos e agrotoxicos utilizados para prevenir ou combater pragas (Menezes, 2005,

Sanches et al., 2003 e Viegas, 2003).

A utilizagdo excessiva de agrotoxicos nas lavouras sem obedecer a um
planejamento e sem prévia assisténcia técnica trouxe, como conseqiiéncia, uma exposicao
do produtor rural ou agricultor a riscos de intoxicagdo, danos a produtividade da agricultura

e também um desequilibrio do ecossistema.

Os impactos ambientais devido a utilizacdo de pesticidas ja sao evidentes. Dentre
0s mais graves, estdo o acumulo de organoclorados em espécies aquaticas, a contaminacao
dos solos, das 4guas superficiais e dos lencdis fredticos, modificacdes de ecossistemas pela
extingdo de espécies ndo-alvo, a redug¢do na biodiversidade e a formacdo de resisténcia
contra os pesticidas. A permanéncia de residuos nos alimentos ou a contaminagdo por
exposicao faz com que compostos ativos se acumulem nos tecidos animais, podendo

resultar em doengas neuroldgicas e cancer (Flores et al., 2004 e Brechelt, 2004).

Historicamente, as primeiras substancias a serem utilizadas para combater pragas
ou doengas foram enxofre, cal e alguns sais de arsénico. Apds a Segunda Guerra Mundial, o
numero de substancias novas e o uso extensivo de pesticidas na agricultura aumentaram

enormemente (Sanches et al., 2003).

Os pesticidas sao denominados de “agrotoxicos” pela legislagdo brasileira e
classificados como inseticidas, fungicidas ou herbicidas, de acordo com a sua atuagdo. Os

agrotoxicos englobam uma série de classes de compostos entre as quais se pode citar:



organoclorados, organofosforados, carbamatos, clorofenoxiacidos, triazinas e glifosato

(Sanches et al., 2003 e Brechelt, 2004).

As publicacdes mais recentes da Organizagdo Internacional do Trabalho/
Organizacdo Mundial da Satde (OIT/OMS) estimam que, entre trabalhadores de paises em
desenvolvimento, os agrotoxicos causam anualmente 70 mil intoxica¢des agudas e cronicas
que evoluem para 6bito, e pelo menos 7 milhdes de ocorréncias de doencas agudas e
crOnicas nao-fatais. Estudos brasileiros e em outros paises t€ém destacado os elevados custos
para a saide humana e ambiental e também perdas econdmicas na agricultura, devido ao

uso destes produtos (Miiller et al., 2007).

Como conseqiiéncia desta situagdo, as legislagdes que regulamentam os niveis de
agrotoxicos nos alimentos ficaram mais severas, bem como as que regem a conservacao
ambiental. Nos ultimos anos tem se registrado um comportamento de rejeicdo por grande
parte da populagdo a produtos alimenticios cultivados com o uso destas substincias e uma
migracao para o consumo de alimentos denominados “organicos”. Um produto organico ¢
cultivado sem o uso de adubos quimicos ou agrotoxicos e sem a utilizacdo de muitos

recursos econdmicos diminuindo os efeitos nocivos ao meio ambiente € ao homem.

O interesse em desenvolver e usar inseticidas botanicos para o manejo de pragas
tem aumentando nos Ultimos anos e estima-se um crescimento anual na ordem de 10 a 15%.
Esse interesse vem ao encontro da necessidade de busca por métodos alternativos de menor
impacto ou riscos a saude humana e ao meio ambiente, bem como pela crescente demanda
por produtos alimenticios saudaveis e isentos de residuos de agrotoxicos (Menezes, 2005 e

Brechelt, 2004).

Dentre os inseticidas botanicos atualmente estudados, os mais promissores sao 0s
subprodutos do nim (Azadirachta indica A. Juss). Sua agdo estd baseada na presenca em

todas as partes desta planta de substancias denominadas limonoides.

O nim ¢ uma arvore nativa da India e do Paquistio, que apresenta rapido
crescimento e tem-se adaptado com grande facilidade ao clima de paises localizados nos
tropicos (Johnson e Morgan, 1997 a ,b). No Brasil, ela foi introduzida na década de 80 no
Estado do Parand, mas a oferta de seus subprodutos no mercado nacional ainda é pequena.
Existem plantacdes dessa arvore em algumas regides, como nordeste, centro-oeste e sul do

pais (Martinez, 2002).
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Durante os ultimos anos, muitas substincias ativas foram isoladas do nim. Estes
compostos sao denominados de tetranotriterpenoides ou meliacinas (devido ao seu sabor
amargo) e ainda chamados de limondides, dos quais a azadiractina, nimbina e salanina sao
os mais importantes. Todas as partes da planta possuem esses componentes (caule, folhas e
sementes), sendo maior a concentra¢do nas sementes de nim. Esta variacdo na concentragdo
e composicao depende das condigdes ambientais, fatores genéticos e do tratamento feito
durante o processamento que inclui as etapas de despolpamento, secagem e armazenamento

(Schmutterer, 1990, Sidhu et al., 2003 ¢ Menezes, 2005).

Os limondides presentes nas folhas e nas sementes de nim tém-se mostrado
eficientes no combate a mais de 200 tipos de pragas ou organismos perniciosos (Thejavathi
et al., 1995). A sua potente acdo inseticida se deve a alguns efeitos sobre os insetos tais
como inibi¢cdo da reproducdo e da alimentagcdo e queda da fecundidade e do crescimento
(Ambrosino et al., 1999). No mercado existem repelentes e inseticidas formulados a partir
das sementes de nim. Entretanto, estes produtos ainda ndo estao estabelecidos devido a falta
de padronizagdo, gerando grande variagdo de eficiéncia e da concentracdo dos principios

ativos (Schaaf et al., 2000).

Para a extragdo dos limondides e do dleo presentes nas sementes de nim, utiliza-se
uma metodologia convencional baseada no uso de solventes organicos. Este tipo de
extracao possui algumas desvantagens como a necessidade do uso de altas temperaturas do
processo podendo degradar os compostos que sdo termicamente sensiveis e de grande
quantidade de solventes toxicos, além da incapacidade de inativar os fungos presentes nas
sementes ¢ nas folhas de nim, que causam reducdo do tempo de vida de prateleira do

produto, um dos objetivos deste trabalho.

A tecnologia de fluidos supercriticos ¢ uma alternativa vidavel aos métodos
convencionais de extragdo e recomendada na extracdo de principios ativos de produtos
naturais. Esta técnica de extracdo possui como caracteristicas principais a facil separagao
do soluto e do solvente, a ndo geragao de residuos e a utilizagao de condi¢des brandas de
processo. A eficiéncia desta técnica na inativacdo dos fungos presentes nas sementes de

nim ainda esté para ser verificada.



I.2. Objetivos da pesquisa

O objetivo geral deste trabalho ¢ a extragdo da azadiractina e do dleo presentes nas
sementes de nim (Azadirachta indica A. Juss) empregando a versatil tecnologia que utiliza
solventes supercriticos. A pesquisa visa ainda avaliar a eficiéncia da tecnologia na

inativacao de fungos do Género Aspergillus geralmente presente nas sementes de nim.

Para atingir o objetivo proposto serdo realizados os seguintes estudos:

1- Determinacdo do comportamento da solubilidade do 6leo de nim em CO,-SC

puro, em fung¢do das condic¢des de pressdo e temperatura.

2- Avaliar o processo de extra¢do supercritica do 6leo de nim e da azadiractina
com CO,-SC e co-solventes verificando o efeito das variaveis termodindmicas (pressao,

temperatura e natureza do solvente) na recuperagao das extragoes.

3- Avaliar o efeito das varidveis de processo (pressdo e temperatura) na inativagao

de fungos contidos nas sementes através do processo de extragdo supercritica.



Capitulo II

REVISAO BIBLIOGRAFICA

Neste capitulo sera apresentada uma revisdo sobre os topicos relevantes desta
pesquisa. Inicialmente, serdo abordadas as caracteristicas, aplicagoes medicinais e
inseticidas do nim. Neste contexto, destaca-se o método de extracdo convencional de
principios ativos de produtos naturais em compara¢do ao método utilizando fluidos

supercriticos.

11.1. Azadirachta indica A. Juss (Nim)

Azadirachta indica A. Juss (Figura IL.1) é uma arvore originaria da India e do
Paquistao pertencente a familia Meliaceae, ordem Rutales, e ¢ encontrada normalmente em

todo subcontinente Indico (Sidhu et al., 2003).

No Brasil, esta planta ¢ popularmente conhecida como Nim ou Margosa. O Nim
pertence a mesma familia do mogno (Swietenia macrophylla) e do cedro-rosa (Cedrela sp)
e caracteriza-se por possuir madeira de alta qualidade, o que justifica o seu uso para
diversas finalidades como produgdo de moveis, construgdo civil, batentes e portas, caixas e

caixotes, lenha, carvao, etc. (Schmutterer, 1990 ¢ Martinez, 2002).

O nim estabelece-se melhor em regides com baixa atividade pluviométrica e em
solos arenosos, com pH variando de 6,5 a 7,5, a uma temperatura média de 20°C. Devido a
estas caracteristicas, esta planta estd sendo muito utilizada no reflorestamento de areas
devastadas (Schmutterer, 1990 e Sidhu et al., 2003). O porte desta arvore pode variar de 15
a 25 m de altura, o diametro da copa de 8 a 12 m. As flores (Figura I1.2 a) sdo pequenas,
brancas e bissexuadas, as inflorescéncias possuem 25 cm de comprimento. Os frutos
(Figura II.2 b) sdo lisos e possuem polpa envolvendo as sementes (Schmutterer, 1990 e

Mossini ¢ Kemmelmeier, 2005).
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Figura I1.1: Azadirachta indica A.Juss, Nim.

(b)

Figura I1.2: Flores e frutos de nim (Fonte: Moraes et al., 2008).

Na Asia o Nim tem sido usado ha séculos como planta medicinal. Possui diversas
aplicagdes, em especial como anti-séptico, vermifugo, contraceptivo (espermicida), preparo
de sabdes medicinais, xampus, tonicos capilares, cremes e pastas dentais. Ele também tem
sido utilizado no tratamento de diabetes, maldria e doengas de pele, além de possuir

propriedades antibacteriana e antivirais.

Atualmente, o grande interesse por esta planta esta direcionado ao uso de seus
extratos como inseticida natural, pratica que se intensificou nos ultimos 30 anos quando seu
principal composto, a azadiractina, foi isolado (Butterworth e Morgan, 1968 e 1972,

Johnson e Morgan, 1997 a, b, Schaaf et al., 2000, Neves et al., 2003 e Menezes, 2005).

As sementes do nim contém uma mistura de compostos quimicos. Ha pelo menos
11 tetranotriterpendides importantes além da azadiractina, que funcionam como principios

ativos, dos quais 6 possuem estruturas quimicas muito semelhantes a azadiractina. A
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estrutura destes compostos estd apresentada na Figura IL.3 de acordo com Johnson e

Morgan (1997a).

A rota de sintese para a producdo de azadiractina ¢ muito complexa, ndo sendo
uma opc¢ao vidvel para a produg¢do comercial de produtos usados como pesticidas. Desta
maneira, torna-se necessario desenvolver um eficiente método de extragdo dos compostos
desta planta (Ley et al.,1993, Johnson e Morgan, 1997b e Menezes, 2005). O interesse da
industria na produgdo de azadiractina s6 ndo ¢ maior por causa da dificuldade de extracao

em grandes quantidades (Viegas, 2003).
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(1997a).
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I1.1.1. Acéo inseticida do nim

A toxicidade de uma substancia quimica nao a classifica como inseticida. Diversas
propriedades devem ser levadas em conta para que o produto receba tal denominagdo,
como, por exemplo, a eficicia mesmo em baixas concentragdes, a baixa toxicidade em
mamiferos e animais superiores, a auséncia de fitoxicidade, seletividade, degradagao,
método de obtencdo, manipulagdo e aplicagdo, viabilidade econdmica e também nado deve
ser acumulativo no tecido adiposo humano e de animais domésticos (Viegas, 2003 e

Menezes, 2005).

A acdo inseticida do nim ¢é devido a grande quantidade de compostos ativos
presentes em suas folhas, frutos e sementes, sendo a azadiractina o mais importante
componente (Ambrosino et al., 1999). A quantidade deste composto presente na planta

varia de acordo com fatores climaticos e genéticos (Sidhu et al., 2003).

A azadiractina possui amplo espectro de acdo, ndo ¢ toxica ao homem e ndo ¢
agressiva ao meio ambiente sendo considerada biodegradavel (Johnson e Morgan, 1997 b,
Neves et al., 2003, Brechelt, 2004 ¢ Menezes 2005). As toxicidades oral e dermal da
azadiractina em mamiferos sdo muito baixas, sendo a LDsy oral de 13000 mg/kg, valor

superior ao LDsy 10000 g/kg do piretro, rotenona e nicotina (Menezes, 2005).

A azadiractina pode afetar os insetos tanto por ingestdo como por contato, porém
por ingestao o efeito ¢ significativamente maior. Esta acdo pode ser devido a semelhanca da
estrutura molecular da azadiractina com a do horménio da ecdise (processo de troca do
esqueleto externo dos insetos) interferindo, assim, no processo de crescimento, sendo que
em altas concentragdes pode levar o organismo a morte. A presenga da azadiractina
também reduz o consumo de alimentos pelos insetos (acao supressora de apetite), além de
repelir os espécimes adultos diminuindo a postura de ovos nas areas afetadas. Segundo
estudos feitos pelo IAPAR-Instituto Agrondmico do Parana, as espécies de insetos mais
facilmente controladas sdo as lagartas, pulgdes, cigarrinhas e besouros mastigadores
(Martinez, 2002). A Tabela II.1 relaciona alguns cultivos e as principais pragas que os
afetam, como também a dose necessaria de extrato aquoso dos frutos do nim para combaté-

los.



Tabela I1.1: Pragas controladas por extrato aquoso de nim (Menezes, 2005).

Cultivo Praga (nome popular) Dosagem (g/L)
Berinjela Mosca-branca 50
Tomate Mosca-branca 37
Lagarta da espiga 25
Mosca minadoura 25
Feijao Mosca-branca 50
Milho Lagarta do cartucho 25
Lagarta da espiga 25
Alho Mosca-branca 50
Lagarta-militar 25

Os extratos para a aplicagdo em culturas podem ser preparados com a simples
trituracdo das sementes ou frutos adicionados em agua, deixando a mistura descansar por
12 horas. Esta mistura ¢ filtrada e o liquido ¢ pulverizado sobre as areas infestadas. O
mesmo procedimento pode ser usado para folhas, frescas ou secas, embora a concentragdo

de azadiractina nessas partes seja menor.

O dleo inseticida de nim pode ser extraido pela prensagem das sementes, obtendo-
se no maximo 47% de 6leo (% de massa total), que contém cerca de 10% da azadiractina
existente no fruto. A torta restante desta prensagem ainda ¢ muito rica em azadiractina,
tendo efeito nematicida e servindo como adubo organico, podendo, também, ser seca e
utilizada para preparo de extratos inseticidas em mistura com agua (Martinez, 2002 e

Menezes, 2005).

Dentre as desvantagens do uso de inseticidas botanicos estd a baixa permanéncia
no meio (sdo rapidamente degradados), caréncia de pesquisas ¢ a dificuldade de registro do
produto. Da mesma forma como para os inseticidas sintéticos, as substancias ativas
presentes e suas concentragdes devem ser especificadas na formulagdo e no registro de
inseticidas botanicos provenientes do nim. Devido a grande quantidade de substancias que
atuam com propriedades inseticidas nesses extratos, essa exigéncia tem desestimulado sua

comercializacao (Schmutterer, 1995).
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I1.1.2. Azadiractina

O nim apresenta um grande numero de compostos biologicamente ativos e
quimicamente diversificados. O principal componente responsavel pela atividade inseticida
do nim ¢ a azadiractina. A azadiractina foi isolada primeiramente em 1968 por Butterworth
e Morgan (1968), porém sua estrutura quimica somente foi elucidada nos ultimos anos e

esta esquematizada na Figura I1.4.

Os compostos salanina e nimbina (Figura IL.3) também possuem atividade

biologica, porém a agdo da azadiractina ¢ mais potente (Viegas, 2003 e Schmutterer, 1995).
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Figura I1.4: Estrutura da azadiractina (Johnson e Morgan, 1997a). Formula molecular:
C35H44016 € massa molar 720,7 (g/mol).

A azadiractina ¢ tida como um metabdlito secundario da planta, podendo ser
formada através da degradagdo dos triterpenos, o que ocorre em varios passos, incluindo
oxidagdo de Bayer-Villiger e rearranjos estruturais (Santos, 2003). O esquema apresentado
na Figura ILS5 indica uma possivel rota de formag¢ao dos tetranotriterpendides em vegetais

da ordem Rutales, ordem que contém a espécie Nim.
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Figura IL.5: Rota de degradacao de triterpenos seguidos pelas plantas da ordem Rutales
(Santos, 2003).

Uma proposta para a sintese da azadiractina foi apresentada por Veitch et al.
(2008), na qual um precursor da azadiractina, denominado vepaol (substancia identificada
em produtos naturais) ¢ submetido a diferentes tratamentos e etapas como pode ser

observado na Figura IL.6 culminando na formagao da azadiractina.
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Figura I1.6: Sintese da azadiractina, a partir do vepaol (Adaptado de Veitch et al., 2008).
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A literatura registra uma variacdo nos teores de azadiractina presentes nas

sementes de nim. A Tabela I1.2.apresenta um resumo de valores encontrados.

Tabela I1.2: Concentracdo de azadiractina encontrada em sementes de nim.

Azadiractina Referéncias
0,2-0,6% Thejavathi et al. (1995)
0,11% Deota et al. (2000)
0,2-6,2% Johnson e Morgan (1997 b)
1% Schmutterer (1990)

I1.1.3. Oleo de nim

O o6leo de nim ¢ o principal produto comercial resultante do processamento das
sementes de nim. Em pequena escala o 6leo ¢ obtido por prensagem, mas ele também pode

ser extraido com solventes organicos.

As sementes de nim caracterizam-se pelo alto contetido de 6leo (30-50%), de
acordo com Kumar e Parmar (1996) e Kaushik (2002). Este 6leo ¢ o principal veiculo de

solubilizagdo dos limondides.

A composi¢do em acidos graxos presentes no 6leo ¢ de grande importancia para a
determinagdo da qualidade do 6leo. Kumar e Parmar (1996) e Kaushik (2002) realizaram
analises por cromatografia gasosa em diferentes amostras de nim e os resultados estdo
apresentados na Tabela II.3. Nos dois trabalhos foi observado que o 4acido oléico
predomina nas amostras, seguido pelo linoleico, palmitico e estearico. Essa predominancia

dos acidos graxos insaturados torna o 6leo de nim muito fluido.
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Tabela I1.3: Composicdo em acidos graxos (%) do 6leo de nim (Kaushik, 2002 e Kumar e

Parmar, 1996).

Acidos graxos Kaushik (2002) Kumar e Parmar (1996)
Saturados
Palmitico (C16:0) 20,03 17,57
Estearico (C18:0) 14,43 16,52
Insaturados
Oléico (C18:1) 43,63 63,62
Linoléico (C18:2) 20,71 0,63

Varios estudos mostram que o CO, ¢ eficiente e mais seletivo na extracao de
triacilglicerdis de sementes, pois o extrato obtido ndo contém fosfatideos e outras
substancias complexas que sdo causadoras do escurecimento do 6leo, ndo necessitando de
uma etapa de degomagem no refino, como ocorre no processo de extragdo do 6leo com

solvente (Romero, 2007 e Sovova, 1994).

Os fosfatideos sdo praticamente insoluveis no CO, supercritico e o 6leo extraido
por este processo geralmente contém 5 ppm ou menos desta substiancia (Eggers et al.,
1989). Este mesmo nivel foi encontrado por List ef al. (1993) que extrairam 6leo de soja
com hexano obtendo cerca de 620 ppm em fosforo. Com FSC (na condi¢ao de 55 MPa,

70°C) este valor foi inferior a 5 ppm.

No trabalho dos autores Friedrich e List (1982) foram feitas caracterizagdes entre
6leos de soja extraidos através da técnica Soxhlet com hexano (5 horas) e com fluidos
supercriticos (a 340 bar e 50°C). Nio foram encontradas diferengas significativas no
rendimento da extragdo, indice de perdxido, indice de saponificacio e composi¢do em
acidos graxos, porém o contetido de fésforo no 6leo extraido por fluido supercritico foi de

60 ppm em comparacdo com 630 ppm encontrados no 6leo extraido com solvente organico.

A extragdo de 6leos vegetais com CO,-SC esta sendo avaliada como uma potencial
alternativa as extragdes utilizando solventes. A Tabela I1.4 apresenta algumas aplicag¢des

da tecnologia supercritica ja avaliadas na extra¢do de 6leos de diferentes espécies vegetais.
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Tabela I1.4: Aplicacdao de FSC na extragdo de 6leo vegetal.

Aplicagdes Referéncias
Oleo de tomate Roy et al. (1996)
Oleo de amendoim Marrone et al. (1998)
Oleo de uva Sovova et al. (1994)
Oleo de abrico Ozkal et al. (2006)
Oleo de amaranto Westerman et al. (2006)
Oleo de café Azevedo (2005)

A utilizacdo de FSC na extracdo de 6leo de nim mostrou-se tecnicamente viavel
como observado nos trabalhos de Ambrosino et al. (1999) e Johnson e Morgan (1997b).
Nestas pesquisas, o oleo foi extraido sob diferentes pressdes e temperaturas e seu

rendimento foi comparado com o da técnica de extragao por Soxhlet.

I1.2. Extracao do dleo e da azadiractina do nim

Muitos sdo os métodos utilizados para a obten¢do de compostos ativos de produtos
naturais. As substancias presentes no nim, os limondides, sdo em sua maioria extraidos
utilizando solventes orgénicos. Este método de extragdo (método convencional) vem sendo

questionado devido a sua toxicidade, sendo prejudicial ao meio ambiente e a0 homem.

A busca por uma técnica menos agressiva, mais seletiva e que proporcione
produtos com maior qualidade, consolidou a utilizagdo da tecnologia de fluidos

supercriticos para o processamento de produtos naturais.

I1.2.1. Solventes organicos — Soxhlet

O Soxhlet ¢ uma técnica classica para extrair compostos ativos de matrizes
vegetais. Este tipo de extragdo ¢ utilizado como padrdo para a comparagio entre processos

(Wang e Weller, 2006).

A utilizagdo desta técnica para uma extragdo quantitativa do 6leo ¢é preferivel a
utilizagdo de prensas, pois a prensagem possui baixo rendimento uma vez que grande parte

do oleo e dos principios ativos permanece na torta residual.
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De acordo com o trabalho de Drummond et al. (2008) que comparam a extragao
de oleo de sementes de mamona utilizando Soxhlet com o uso de uma prensa/extrusora
desenvolvida no proprio laboratorio. Os teores de oleo extraidos por Soxhlet com diferentes
solventes foram 51% (com metanol), 47% (com etanol) e 41% (com hexano). Quando a
extragdo foi efetuada pela prensa/extrusora, o teor de 6leo obtido foi de 34%. Na extracao
por solvente o residuo de 6leo na torta € inferior a 1%, um indice 5 vezes menor do que o

encontrado com o uso de prensa (Boss, 2000).

A escolha do solvente para a extragdo ¢ importante, pois solventes diferentes
fornecem composigdes de extrato diferentes. O solvente mais utilizado para a remogao do
0leo de sementes ¢ o hexano, devido a sua eficiente solubilizagdo de lipideos e a facil

recuperagdo do solvente (Wang e Weller, 2006 e Boss, 2000).

Na extragdo com solventes o maior tempo de contato do solvente com a matriz
vegetal possibilita uma extragdo mais efetiva de componentes. E um processo relativamente
simples, mas apresenta limitacdes como a alta toxicidade do solvente empregado,
inflamabilidade, necessidade de concentragdo e purificagdo apds a extragdo, possivel
decomposicdo térmica de compostos termoldbeis, grandes quantidades de solventes
empregados e poucos pardmetros para ajustar a seletividade do processo (Wang e Weller
2006, Boss, 2000 e Lang ¢ Wai, 2001). Um outro problema associado ao processo de
extracdo com solvente ¢ a incapacidade de inativar fungos que muitas vezes sao
responsdveis pela producdo de toxinas, o que resulta em variagdes de composi¢do dos
principios ativos nos extratos obtidos, podendo levar a inutilizagdo de lotes inteiros do

produto devido a presenga de toxinas (Ehlers et al., 2006).

A extracao do 0leo e dos limondides do nim ¢ conduzida por Soxhlet em dois
estagios. Uma etapa inicial onde hexano ¢ utilizado para a remogdo do 6leo (compostos
apolares) que representa de 30 a 50% da massa das sementes (Kaushik, 2002) e uma etapa
posterior com etanol ou metanol para extrair os limondides (compostos polares). Essas
etapas foram descritas nos trabalhos de Johnson e Morgan (1997 a), Deota et al. (2000),
Kumar e Parmar (1996), Schmutterer, (1995) e Gémez et al. (1996).
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I1.2.2. Fluidos supercriticos (FSC)

J4

A aplicacdo mais amplamente estudada da técnica de FSC ¢ a extracdo de
compostos naturais (Reverchon e de Marco, 2006). A extragdo por FSC ¢ tida como uma
tecnologia limpa, que permite facil separacdo do soluto e do solvente (apenas por reducao
na pressao e/ou temperatura), gera produtos de qualidade, n3o gera residuos e adota
condi¢des brandas de processo. Essas caracteristicas a tornam uma tecnologia de uso
crescente e recomendada para a extracdo de principios ativos de produtos naturais, pois
estes compostos em muitos casos sdo termolabeis e facilmente hidrolisaveis (McHugh e

Krukonis, 1994).

Quando um composto ¢ confinado em um espago determinado, a fase liquida e o
vapor coexistem em equilibrio. Aquecendo-se o sistema, as propriedades intensivas
convergem até serem idénticas no ponto critico (como por exemplo, densidade,
condutividade térmica, etc.). O ponto critico (Figura II.7) marca a temperatura mais alta de
coexisténcia das duas fases. Um aquecimento adicional resulta em uma fase supercritica

(Carrilho et al.,2001).

Regido de Fluido
Supercritico

=)

----------- - Liquido - - -

| Ponto
| Critico
|

Solido

Pressio

|
I
|
I
|
Gasoso !
1

Tc
Temperatura

Figura I1.7: Diagrama de fases de uma substancia pura.

Uma substancia esta no estado supercritico quando a sua temperatura e pressao
estdo acima de seus valores criticos (T, e P.). A substancia usualmente mais empregada
como solvente é o CO, (dioxido de carbono) devido a ser ndo toxico, ndo-inflamavel e de

custo relativamente baixo. Além das qualidades citadas acima, o CO; possui P, (72,9 bar) e
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T. (31°C) moderadas, caracteristicas importantes quando se deseja extrair principios ativos

termolabeis (Brunner, 1994).

Na Tabela IL.5, estdo listados varios solventes e suas pressdes e temperaturas
criticas, que tém sido utilizados em pesquisas com FSC. O solvente mais utilizado ¢ o CO,,
entretanto, os outros solventes sdo poucos utilizados comercialmente por razdes de custo,

perigo de explosao, toxicidade, corrosividade e inflamabilidade.

Tabela IL.5: Propriedades criticas de algumas substancias.

Fluidos Tc °K) Pc (bar)
Agua 6473 2212
Amonia 40,55 113,5
Etano 305.4 48,8
Dioxido de Carbono 304,15 73,8
Propano 369,8 42.5
Metanol 512,6 80,09
Etanol 513.9 38,3
Xendnio 289,7 58,4

(Fonte: Brunner, 1994).

Observando os valores de densidade, difusividade e viscosidade dos liquidos,
gases e FSC, apresentados na Tabela I1.6 verifica-se que as propriedades fisico-quimicas
do FSC assumem valores intermediarios entre os estados liquidos e o gasoso. A densidade
de um FSC que estd relacionada a capacidade de solubilizacdo aproxima-se a valores
tipicos de um liquido, enquanto que as propriedades de transporte, como a difusividade e a
viscosidade se assemelham aos dos gases. Os liquidos sdo excelentes solventes, porém
possuem difusdo lenta e alta viscosidade, ja os gases sdo péssimos solventes, mas difundem
com extrema facilidade e sdo poucos viscosos. Os FSC combinam as caracteristicas
desejaveis dos gases e dos liquidos, tornando os processos de extracdo mais eficientes,

rapidos e seletivos.
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Tabela I1.6: Propriedades fisicas de gas, liquido ¢ FSC (Carrilho et al., 2001).

Propriedade Unidades Gas FSC Liquido
Densidade(p) g/mL 10%/10” 0,2/0,9 ~1
Difusividade (D)  cm’/s 107%/1 104107 <10”

Viscosidade (1)) Poise ~10™ 104107 102

Deste modo os FSC tém uma grande vantagem sobre os solventes liquidos que
podem sofrer variagdes na densidade apenas pela adicdo de outro solvente ou por alteragdes
significativas na temperatura. Na regido supercritica, as difusividades das substancias sdo
uma ordem de grandeza maior do que a difusividade nos liquidos, possibilitando uma
penetracdo mais rapida do solvente na matriz sélida e que pode resultar em processos de
transferéncia de massa mais eficientes reduzindo o tempo de extragdo necessario (McHugh

e Krukonis, 1994 e Lang e Wai, 2001).

O Diagrama de fases da Figura IL.8 permite acompanhar as variacdes da
densidade do CO, com a temperatura e a pressdao. Em condigdes isotérmicas, o aumento
progressivo da pressdo apos o ponto critico do solvente induz um aumento da densidade.
Este ¢ um comportamento normal em sistemas gasosos. Observa-se pela Figura IL.8 que,
quanto menor a temperatura € quanto mais proximo ao ponto critico, mais pronunciado é o

aumento da densidade com a pressao.
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Figura I1.8: Diagrama PpT para o dioxido de carbono (Kopcak, 2003).
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O efeito da temperatura sobre a densidade, a uma pressdo constante, também ¢
mais evidente na regido imediatamente apds o ponto critico. Nessa regido, uma diminui¢ao
de temperatura promove um consideravel aumento na densidade e, conseqiientemente, um

aumento no poder de solubilizagao do soluto.

A medida que a pressdo ¢ aumentada, a variagdo da densidade do solvente com o
aumento da temperatura ¢ menos significativa e o efeito que passa a controlar a
solubilizagcdo do soluto ¢ o aumento da pressdo de vapor do mesmo. A pressdo de vapor
esta ligada diretamente a fugacidade do composto favorecendo o processo de solvatagao,
resultando em aumento da solubilidade com o aumento da temperatura. O valor da pressao
onde estes efeitos concorrentes se equivalem e se compensam ¢ denominado de pressao de

cruzamento (Azevedo, 2005). Esta variagdo no efeito da temperatura ¢ conhecida como

“comportamento retrégrado”.

Como exemplo dessas caracteristicas, a Figura IL.9 apresenta os resultados
obtidos por Saldafia et al. (1999), que determinaram a solubilidade de cafeina em CO,-SC.
A elevada solubilidade de cafeina ¢ um exemplo tipico do comportamento de solubilidade
de solidos em FSC. Aumentos significativos da solubilidade com o aumento da pressao, a
temperatura constante, sdo observaveis para todas as condi¢des experimentais. A Figura
I1.9 explicita também o chamado “comportamento retrégrado” definido como a inversao do
efeito da temperatura sobre a solubilidade, que no sistema estudado ocorre a partir da

pressdo de operagdao em torno de 19 MPa.
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Figura I1.9: Solubilidade da cafeina no CO, (Saldafia ef al., 1999).
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I1.3.Utilizacao de co-solventes (modificadores)

O solvente mais comumente utilizado na extracdo supercritica de produtos naturais
é 0 CO,, caracterizado por ser uma substancia apolar (solvente lipofilico). E conhecido que
a solubilidade de substancias polares neste solvente ¢ muito baixa. Este fato torna-se um
obstaculo para o desenvolvimento de processos utilizando CO,-SC (Ke et al., 1996).
Muitos estudos tém indicado que pequenas quantidades de um segundo solvente polar (co-
solvente ou modificadores) quando adicionadas ao CO,-SC, produzem uma mistura
supercritica polar (Dobbs et al., 1986 e Gurdial et al,1993) capaz de incrementar
significativamente a solubilidade das substancias polares. A adi¢do de um co-solvente

modifica a polaridade do CO; e as propriedades criticas do solvente.

A habilidade do FSC em extrair os compostos origina-se das fortes interagdes
entre soluto e solvente ou das associagdes quimicas entre eles. A adigdo de co-solvente
proporciona um aumento da solubilidade em fun¢do de um aumento das for¢as de interagao
do fluido com o soluto (quimicas ou fisicas), e/ou através do aumento da densidade, que
promove um aumento do poder de solvatagdo. O fator predominante depende da natureza

quimica dos componentes bem como das condigdes experimentais.

Segundo Ting et al. (1993), o efeito do co-solvente esta relacionado com a
formacdo de uma agregacdo mais compacta ou cluster ao redor da molécula de soluto,
devido as interacdes deste com as moléculas do co-solvente, tornando a densidade local (ao
redor da molécula de soluto) maior em relagdo ao meio. Ting et al. (1993) afirmam que
pontes de hidrogénio sao formadas entre as moléculas do soluto e as moléculas do co-
solvente. Estas conclusdes foram obtidas a partir do estudo da solubilidade de naproxeno
em misturas com CO,-SC e co-solventes. Os autores utilizaram uma série de alcoois
(metanol, etanol, 1-propanol e isopropanol) como co-solvente. Os resultados demonstraram
que o efeito do co-solvente (definido como a razdo entre a solubilidade do soluto na mistura
solvente + co-solvente e a solubilidade do soluto no solvente puro) aumenta com o aumento
da cadeia carbonica do alcool, sendo que o 1-propanol ¢ o co-solvente que maximiza este
efeito. Os resultados indicaram que o efeito de co-solvente, para as condi¢des e substancias

utilizadas, diminuiu com o aumento da pressao.

Os pesquisadores Yu et al. (2007) tiveram como objetivo extrair limondides e

naringina de pomelos (Citrus paradisi Macf.) utilizando a técnica de FSC. A extragdo
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destes compostos foi realizada seqiliencialmente, mantendo uma vazao de 5,0 L/min. Na
primeira etapa foi feita a extracdo do limonin (menos polar) utilizando CO,-SC puro, ¢
posteriormente a naringina (altamente polar) foi extraida com CO,-SC + etanol. O
rendimento mais elevado do limoneno (6,3 mg/g de sementes) foi obtido nas condi¢des de
48,3 MPa e 50°C, em 60 min de extragdo. O maior rendimento de naringina (0,2 mg/g de
sementes) foi atingido em 41,4 MPa, 50°C e 20% de etanol, num tempo de extragdo de 40

min.

A extracdo supercritica de produtos naturais foi abordada por Hamburguer et al.
(2004). Compostos ativos de interesse farmacéutico foram extraidos de camomila,
caléndula e crataegus e quantificados por CLAE. Os ensaios foram efetuados com CO,-SC
puro e CO,-SC + etanol como co-solvente, na temperatura de 50°C, pressdes de 300, 400,
500, 600 e 689 bar e concentragdes de 0,5, 5, 10 e 20% em etanol (v/v). Nas extracdes
destas plantas medicinais houve um acréscimo do rendimento com o aumento da pressao e

da concentracao do etanol.

O uso de co-solvente pode acarretar em uma perda de seletividade dos compostos
de interesse, pois pode aumentar a taxa de extracdo de outros compostos da matriz vegetal e

que também tenham afinidade com o co-solvente utilizado.

Se o produto final ndo admite a presenga de co-solventes, etapas subseqiientes de
separacao devem ser incluidas ao processo para fornecer extratos livres de solvente
(Bertucco e Vetter, 2001). A legislacdo de alguns paises estd proibindo processos que usam
esses solventes (inclusive o etanol) em produtos farmacéuticos. Portanto, quando possivel, ¢
conveniente evitar o uso de co-solventes ja que a maior vantagem da tecnologia de extragao

com FSC ¢ a obtencgdo de extratos livres de solvente (Cavalcanti, 2008).

I1.4. Extracao de produtos naturais a partir de matrizes solidas utilizando FSC

Na extracdo de produtos naturais, a complexa interacdo entre termodindmica
(solubilidade) e cinética (transferéncia de massa) tem que ser entendida para se obter um
bom rendimento com FSC. E preciso levar em consideragdo nio somente a solubilidade dos
compostos de interesse (¢ de compostos indesejaveis), mas também mecanismos de
transferéncia de massa, devido a resisténcia das estruturas das matérias-primas utilizadas

(Reverchon e de Marco, 2006). A cinética de extracdo utilizando FSC envolve diversas
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variaveis, dentre elas pode-se destacar: pressdo, temperatura, vazdo e tamanho das

particulas (Kopcak, 2003).

Na Figura I1.10 estdo apresentadas curvas de extragdo tipicas de FSC, nas quais
se detecta trés regides distintas. Nesta figura, a ordenada ¢ o rendimento da extracdo
(material de interesse extraido/quantidade total de amostra) e a abscissa a quantidade de

solvente utilizada.

Regido:
[ solubilidade Transi¢io [J Difusio Interna
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Figura I1.10: Representagdo grafica de curvas de extracdo de produtos naturais tipico de
sistemas utilizando FSC (método dinamico).

A primeira regido (1) corresponde a solubiliza¢do do soluto facilmente acessivel e
¢ controlada pela solubilidade do soluto no fluido. Quanto maior a solubilidade do soluto,
maior serd a inclina¢do da curva e, portanto dentre as trés curvas apresentadas, a condi¢do
de operagdo da curva A foi a que apresentou maior solubilidade de soluto ¢ a da curva C a

menor.

A segunda regido (2) ¢ denominada de transi¢do, onde ha uma desaceleragdo das
taxas de extracdo devido a diminuicdo da quantidade de soluto acessivel na superficie das
particulas e inicia-se a difusdo do soluto, do interior da particula para a superficie. Na
terceira regiao (3), como nao ha mais soluto disponivel na superficie do sélido o processo ¢
controlado pela difusdo (soluto contido no interior das células). Observam-se taxas de

extragdo menores, devido a resisténcia a transferéncia de massa (Kopcak, 2003).
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I1.4.1. Influéncia do didmetro da particula

O diametro de particula do material vegetal a ser processado pode influenciar
significativamente na extracdo. No trabalho de Sovova et al. (1994) foram realizados
ensaios para a extracdo de 6leo de sementes moidas de uva com CO,-SC (puro), variando o
tamanho da particula para verificar sua influéncia na extracdo do 6leo de uva (Figura
I1.11). Observa-se que a regido na qual a transferéncia de massa ¢ controlada pela
solubilidade diminui com o aumento do didmetro da particula. A diminui¢do do didmetro
da particula implica numa maior area de contato entre a matriz (soluto) com o FSC,

indicando uma maior quantidade de soluto facilmente acessivel ao solvente.
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Figura I1.11: Influéncia do diametro da particula na extra¢do de 6leo de sementes de uva
utilizando CO,-SC (Sovova et al., 1994).

Tonthubthimthong et al. (2004) efetuaram um estudo sobre a influéncia do
diametro de particula das sementes de nim na extragao de nimbina, limonoide que também
possui atividade inseticida. Dentre os didmetros investigados conseguiu-se maior

rendimento usando particulas de 575 um, o que pode ser observado na Figura I1.12.
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Figura I1.12: Efeito do tamanho da particula no rendimento da extragcao de nimbina (308
K, 20 MPa) (Tonthubthimthong et al., 2004).

IL.5. Extracio supercritica dos compostos do Nim

O processo de extragdao utilizando FSC para a recuperagdao dos limondides e do
6leo das sementes de nim comegou a ser estudado recentemente, devido, principalmente, as
suas caracteristicas inseticidas. Ambrosino et al. (1999) estudaram a extragdo e recuperacao
do 6leo e da azadiractina presentes no nim utilizando CO,-SC como solvente no intervalo
de temperatura de 20 e 40°C e pressdo de 300 bar (vale ressaltar que a 20°C o CO, ainda
esta no estado subcritico). Além da etapa de extragdo, esses autores utilizaram trés estagios
de separacdo, nos quais as condi¢des de pressdo e temperatura foram controladas para
precipitar seletivamente diferentes classes de compostos. Observou-se que maiores
rendimentos de azadiractina sdo obtidos utilizando sementes frescas em lugar de sementes
desengorduradas e que os rendimentos de extracdo obtidos para o dleo e para a azadiractina
sdo da ordem de 57 e 45%, respectivamente. Os autores concluiram que a utilizacdo da

técnica de fluidos supercriticos na extragdo de azadiractina ¢ factivel e eficiente.

Johnson e Morgan (1997b) tiveram como objetivo, a extragao dos limonoides das
sementes de Nim utilizando FSC. Constataram que o 6leo e os limonodides azadiractina,
salanina e nimbina eram extraidos em conjunto. A eficiéncia da extragdo por FSC foi
comparada com a técnica de Soxhlet. Com a utilizacdo de CO,-puro observaram que apenas
30 minutos de extragdo nao foram suficientes para remover toda salanina, nimbina e
azadiractina das sementes. Como a extragdo com CO,-SC puro ndo se mostrava completa
foram efetuadas extracdes com co-solvente (metanol). Com o aumento da porcentagem de

metanol de 10 para 25% (m/m) houve um acréscimo da extra¢do da azadiractina no extrato,
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indicando que a maior quantidade desta substancia pode ser extraida sob maiores pressoes ¢
com maiores concentracdes de metanol. A melhor condi¢dao encontrada foi 20,6 MPa com

6% de metanol, tendo-se obtido 45% do 6leo, 85% de nimbina, 70% de salanina ¢ 40% de

azadiractina.

Tonthubthinthong et al. (2001) estudaram o processo de extracdo da nimbina por
FSC utilizando CO,-puro, avaliando os efeitos da temperatura, pressao, vazao do solvente e
tamanho de amostra. Os dados mostram que aproximadamente 35% da nimbina presente
nas sementes foram extraidas em conjunto com o 6leo, e indicam que um aumento na
pressao culminaria numa maior extragdo em conseqiiéncia do aumento da densidade do
CO,. Na faixa de pressdo estudada pelos autores, o sistema encontra-se na regido do
comportamento retrogrado, ou seja, aumentos de temperatura reduzem o rendimento de

extracgao.

Em trabalho posterior, Tonthubthimthong et al. (2004) estudaram novamente a
extragdo de nimbina, com a utilizagdo de metanol como co-solvente, mesmo sendo o
metanol um solvente muito toxico. Neste trabalho, os autores observaram que a adicao de
10% de metanol aumenta o rendimento do processo de 85% para 90%. Comparando estes
dados com os previamente reportados, é possivel atribuir rendimentos ligeiramente
superiores a0 maior tempo de extracao e também a adi¢ao do co-solvente, que modifica a
polaridade do CO,, uma vez que as condigdes de processo utilizadas (pressao, temperatura,

vazao) foram as mesmas nos dois trabalhos.

I1.6. Fungos presentes nas sementes de nim

As sementes e os alimentos sdo susceptiveis 4 contaminagao por microorganismos.
Esta contaminagdo pode ocorrer em diferentes etapas tais como nos estadgios de producdo,
processamento, transporte € armazenamento. Os microorganismos que causam maiores
danos aos grdos nos periodos da colheita e de estocagem sdo pertencentes ao género

Aspergillus e Penicillium (Baptista ef al., 2004).

Dentre as principais causas que favorecem a contaminagdo e o desenvolvimento de
fungos nos produtos do nim (6leo e sementes) citam-se condigdes improprias de secagem e

de armazenamento das sementes (Schmutterer, 1995).
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A contamina¢do por fungos ¢ importante ndo apenas sob o ponto de vista
sensorial, mas também pelo risco que a producao de micotoxinas representa para o
consumidor. Os fungos que sdo produtores de toxinas sdo tidos como toxigénicos, porém
nem todos os fungos produzem estas substincias, conhecidas como metabdlitos
secundarios. Os fungos filamentosos do género Aspergillus estdo entre os mais importantes
fungos produtores de micotoxinas. Dentre as micotoxinas de importancia para a saude
publica e para a agro-economia estdo as aflatoxinas, ocratoxinas, tricotecenos, zearalenona,
fumonisinas e fusariotoxinas (Sartori, 2005). As principais correspondem a aflatoxinas e a

ocratoxinas.

As micotoxinas apresentam efeitos bioquimicos e biologicos no organismo
humano e animal, podendo afetar o metabolismo de carboidratos, lipideos, dcidos nucléicos
e das proteinas, e ainda causar carcinogenicidade, mutagenicidade e micotoxicoses

(Baptista et al., 2004).

Dentre os maiores produtores de aflatoxinas tem-se o 4. flavus, A. parasiticus e A.
nomius (Pitt e Hocking, 1999). Ha quatro principais aflatoxinas: B1, B2, G1 e G2, que
podem aparecer em conjunto ou isoladamente. A aflatoxina B1 é a mais encontrada em
cereais, sendo considerada a mais potente, toxica, mutagénica e carcinogénica, de acordo
com a Organizacdo Mundial da Satde (OMS) (Ehlers et al.,2006, Klich, 2007). Eles

apresentam propriedades fluorescentes de cor azul na presenca de luz ultravioleta a 365 nm.

O controle da porcentagem de aflatoxinas presente nos produtos do nim ja ¢
assumido como um parametro de qualidade complementar, juntamente com a quantidade de

azadiractina (Schmutterer, 1995).

O grupo das ocratoxinas ¢ composto por trés tipos de substancias, A, B e C, sendo
a ocratoxina A, a mais comum e mais toxica. As ocratoxinas sdo consideradas como as
micotoxinas mais toxicas e causam, basicamente, disfun¢do hepatica e renal e ainda
imunossupressao aos animais a elas expostos. Apresenta fluorescéncia na cor verde, a 365

nm.

Essas toxinas podem ser produzidas pelo género Aspergillus, Penicillium e
Fusarium. Em paises tropicais, o género Aspergillus tornou-se maior responsavel pela
producdo de ocratoxinas. As ocratoxinas sdo encontradas em diversos fungos, como A.

ochraceus, A. niger € A. carbonarius.
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I1.6.1. Metodologias para detecciio de aflatoxina e ocratoxina

Varios métodos podem ser utilizados para a deteccao de aflatoxinas em sementes e
em alimentos, como exemplo a cromatografia em camada delgada (CCD), CLAE e
métodos imunolégicos. A cromatografia em camada delgada ¢ uma das técnicas mais
empregadas devido a sua facilidade na separacdo, identificacdo e quantificagdo das

substancias (Aquino ¢ Nunes, 2003).

I1.7. Influéncia da pressdo na inativacao de fungos e bactérias

Um dos métodos mais utilizados para a inativacdo de microorganismos nas
industrias de alimentos, produtos farmacéuticos, materiais poliméricos e em aplicagdes
biomédicas ¢ o tratamento térmico com altas temperaturas. Esta técnica assegura total
inativagdo devido aos danos irreversiveis a parede celular causados pelas altas temperaturas
(acima de 145°C) (Spilimbergo et al., 2002). Desde os anos 70, técnicas alternativas ao
processo térmico utilizando altas pressdes estdao sendo propostas e estudadas, como o HPT

(High Hydrostatic Pressure Treatment) e o tratamento com CO,-SC.

Os métodos que usam pressao hidrostatica para a esterilizacdo necessitam de 1.200
a 8.000 bar para que haja a ruptura das células e esporos. O mecanismo de inativagao por
este processo ainda nao esta totalmente esclarecido e presume-se que a inativacao seja

causada por fatores mecanicos ativados pelas altas pressoes (Spilimbergo ef al., 2002).

Com o desenvolvimento de novas tecnologias na medicina como cirurgias
ortopédicas, enxertos com tecidos humanos, operacdes cardiovasculares, ha a necessidade
de novas técnicas de esterilizacdo, pois os materiais utilizados envolvem moléculas
biologicamente ativas como DNA, proteinas e biopolimeros que sdo degradados em
condi¢des muito adversas (White et al., 2006). Na esterilizacdo pela técnica de FSC as
condi¢cdes de trabalho utilizadas (pressdo e temperatura) sdo moderadas em comparagdo a

outros métodos.

O interesse no uso do CO,-SC baseia-se na grande habilidade de penetracdo nas
células (por causa de suas propriedades de solubilidade e de transferéncia de massa), por
ser ndo toxico e de facil remog¢ao do produto (White et al., 2006). Foster et al. (2003), citam
os avangos tecnologicos obtidos com o uso do FSC em processos de esterilizagdo em

alimentos, bebidas e na induastria farmaceéutica.
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Dillow et al. (1999) reportaram o sucesso do método de FSC na inativagdo das
bactérias S. aureos, B. cereus, L. innocua, S. salford, P. vulgaris, L. dunnifii, P. aeruginosa
e E. coli, utilizando uma pressio de 205 bar e temperaturas que variaram entre 25 e 60°C. O
processo baseou-se em ciclos de pressurizacdo e despressurizagdo (AP = 100 bar), sendo
que a inativagdo completa foi verificada entre 0,6 e 4 horas para as diferentes bactérias. Os
autores verificaram que o processo ¢ fortemente influenciado pela natureza da bactéria a ser

inativada, pela eficiéncia do contato célula - CO,-SC e também pela presenga de agua.

O processo de inativagdo de bactérias e esporos utilizando CO,-SC foi aplicado
com sucesso por Spilimbergo et al. (2002), na inativagdo de bactérias Pseudomonas
aeruginosa e dos esporos de Bacillus subtilis. O processo foi estudado na faixa de
temperatura de 35 a 75°C e pressdes de 75 a 150 bar. Os autores efetuaram 30 ciclos de
pressurizagdo e despressurizagdo por hora com uma amplitude do AP entre 80-110 bar e
concluiram que a inativagcdo completa dos esporos depende da quantidade de ciclos

efetuados.

O exato mecanismo de inativagdo ainda nio estd completamente elucidado e entre
as teorias propostas, cita-se o rompimento da célula, acidificagdo, modificagdo lipidica,
inativacdo de enzimas essenciais ¢ ainda extragdo de substancias intracelulares (White et
al., 2006). No trabalho de Spilimbergo et al. (2002) uma das hipoteses analisadas foi a
inativagdo devido ao decréscimo do efeito sinérgico do pH intracelular e a modificacdo da
membrana citoplasmatica causada pela dissolugdo do CO; no meio. O CO; dissolvido pode
formar acido carbdnico (juntamente com a agua presente no meio) contribuindo para a
mudan¢a de pH no meio podendo ser responsavel pela inativagdo dos microorganismos

(Spilimbergo et al., 2002, Hong e Pyun, 1999 e White ef al., 2006).

Calvo et al. (2007), tentaram realizar uma inativagdo microbiana de manteiga de
cacau utilizando CO,-SC. Dois microorganismos isolados do cacau foram monitorados:
Aspergillus niger e Aspergillus ochraceus. Foram estabelecidos ciclos de pressurizagao e
despressurizagdo a 300 bar e 80°C. Verificou-se que a pressdo tem influéncia na extragio
de sub-produtos, porém este efeito ndo foi observado sobre a inativacdo microbiana. Os
resultados encontrados ndo foram satisfatorios, porque niao houve reducdo do teor

microbiano, além de promover o mau funcionamento do equipamento.
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Hong e Pyun (1999) utilizaram FSC na inativacdo da bactéria Lactobacillus
plantarum a diferentes pardmetros temperaturas (30 e 40°C), pressdes (50 a 80 bar) e
tempos de exposi¢ao ao CO,. Eles concluiram que a inativagdo também ¢ influenciada pela

quantidade de dgua, pH, constituintes do meio, condig¢des de crescimento celular e espécies

de microorganismos.
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Capitulo I1I

MATERIAIS E METODOS

Neste capitulo sdo especificados os materiais de consumo utilizados nos ensaios, as
metodologias de andlise das amostras e os equipamentos utilizados na realiza¢do dos

experimentos.

II1.1. Solventes

0 CO; (99,8% de pureza) foi fornecido pela White Martins (Campinas). O etanol
utilizado como co-solvente e no preparo das amostras, foi adquirido da marca Synth, com

grau P.A.

Para a quantificacdo da azadiractina em CLAE, solventes com grau
cromatografico (metanol e acetonitrila) foram adquiridos da J.T.Baker. Na extracdo
convencional utilizaram-se os solventes hexano e metanol adquiridos da Merck e etanol, da

marca Synth.

Os materiais e solventes utilizados nas andlises microbioldgicas foram
disponibilizados pelo Instituto de Tecnologia de Alimentos (ITAL, Campinas), de acordo

com o andamento dos ensaios.

I11.2. Matérias-primas

As matérias-primas utilizadas neste trabalho foram doadas pela empresa Base
Fértil, Campinas, Sao Paulo (sementes despolpadas (améndoas) de nim cultivadas em

Pernambuco, Brasil e o 6leo de nim bruto).

Para a quantificacdo da azadiractina nas amostras, o padrdo azadiractina A foi

obtido do Sigma-Aldrich, com 99,5% de pureza.
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I1.3. Sementes de nim

I11.3.1. Pré-tratamento: Moagem e distribuicio granulométrica

Como as sementes de nim adquiridas j& estavam despolpadas (denominadas de
améndoas de nim) esta etapa do beneficiamento foi desnecessaria no trabalho. As
améndoas, contendo de 30 a 50% de 6leo, foram moidas em moinho de facas (Tecnal TE-
648), sob atmosfera de nitrogénio liquido para manter o produto a baixa temperatura e

impedir a excessiva separacao do 6leo durante o processo.

A separacdo granulométrica foi realizada com a utilizacdo de um vibrador
magnético de peneiras (Bertel, Sdo Paulo, SP). Foram usadas quatro peneiras com malhas
de 16, 20, 28 e 32 mesh de abertura. Apds esta etapa, as amostras foram guardadas em

sacos plasticos hermeticamente fechados para uso em extragoes.

As sementes moidas foram separadas em trés fragdes de diferentes didmetros de
particulas que foram utilizadas nos experimentos para verificar a influéncia deste parametro

na extra¢do do 6leo: 0,925, 0,725 ¢ 0,550 mm.

1I1.3.2. Conteudo de Umidade

O conteudo de umidade das sementes de nim foi determinado em triplicata. Uma
amostra de 1 g (améndoas de nim moida) foi pesada em balanga analitica (Ohaus Analytical

Plus) e transferida para estufa a vacuo e mantida por 48 horas a uma temperatura de 60°C.

O percentual de umidade ¢ determinado através da diferencga entre a massa inicial

e apds a secagem.

I11.4. Método convencional de extracdo: Soxhlet

A quantidade de dleo total e de azadiractina presentes nas améndoas de nim foi
quantificada por Soxhlet, para servir de comparacdo com o método de extracdo por FSC.
Inicialmente, a extragdo foi realizada em duas etapas. A primeira etapa para a extragao do
6leo de nim (compostos apolares) e a segunda para a extracdo dos limonoides (compostos

polares).
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Foram consideradas seis diferentes seqiiéncias de extracdes do oleo e de
azadiractina das sementes de nim, conforme os solventes utilizados e as combinagdes de
métodos. Foram também realizados ensaios, combinando as duas etapas em uma Unica

extragdo, visando simplificar os procedimentos.

Ensaios propostos:
I- Soxhlet com hexano + Macerag¢ao a frio com etanol
2- Soxhlet com hexano + Maceragao a frio com metanol
3- Soxhlet com hexano + Soxhlet com etanol
4- Soxhlet com hexano + Soxhlet com metanol
5- Soxhlet com etanol

6- Soxhlet com metanol

As sementes de nim previamente moidas (cerca de 3g) foram alimentadas a
extratores tipo Soxhlet. A extra¢ao do 6leo foi efetuada com 300 mL de hexano (Extragdes
1 a 4) durante 8 horas. Nas Extracdes 5 e 6 foram utilizados 300 mL de etanol ou metanol

para a extragdo do dleo e também da azadiractina (duracdo 8 horas).

Na extracdo do 6leo com solventes, o material obtido, de aparéncia amarelada, foi
levado a um rota-evaporador (Fisatom, modelo 802) para a eliminagdo do solvente e todo o

residuo oleoso foi quantificado por pesagem.

Nas extracdes a frio (1 e 2) o material previamente desengordurado com hexano,
foi deixado em contato com etanol ou metanol por 48 horas. A cada 24 horas o solvente era
trocado, o material filtrado a vacuo e as sementes novamente colocadas em contato com
solvente novo. O material extraido foi mantido em geladeira para posterior analise em

CLAE, de acordo com metodologia descrita no Item I11.10.2.

I11.5. Equipamento de extracio supercritica

O equipamento utilizado nos ensaios de solubilidade, extragdo de oOleo e de
azadiractina e também na inativagdo dos fungos nas sementes estd esquematizado na

Figura III.1. Ele foi construido por Azevedo (2005) na oficina da Faculdade de Engenharia
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Quimica (FEQ), UNICAMP, Campinas, Sao Paulo e instalado no Laboratorio de

Engenharia de Produtos e Processos em Biorrecursos (LEPPbio).

Este equipamento possibilita o controle independente das varidveis de operacao
(pressdo e temperatura) e da vazdo de solvente, além da possibilidade de mudanca de

configuracdo através de um sistema de dutos e valvulas.

C0o2

V-2 V-3

E-vaso de extragdo, G-mandmetro, P-bomba, C-coluna de separag¢do, V-valvula de bloqueio, Vm-valvula

micrométrica, FM-medidor totalizador de vazao.

Figura III.1: Esquema do equipamento de extracdo por FSC, LEPPbio/FEQ/UNICAMP
(Azevedo, 2005).

O equipamento da Figura III.1, possui duas bombas (P-1 e P-2, Thermo
Separation Products, B.B Motor and Control) em paralelo que dispdem de valvula de
retengdo para garantir o fluxo de gas em um unico sentido. H4 também um filtro de linha
que impede a contaminag@o por possiveis solventes. Para garantir que o solvente chegue a
bomba no estado liquido, cada linha possui um trocador do tipo casco-tubo. Estes
refrigeradores sdo supridos com uma solugao refrigerante aquosa de etilenoglicol 30% v/v

imerso em banho criostatico (Tecnal, TE 2000) que mantém a temperatura em torno de

-6°C.
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O extrator (E-1) tem volume util de 300 mL e foi construido em ago inoxidavel do
tipo 316SS. As colunas s@o mantidas dentro de fornos e o controle da temperatura ¢ feito
através de regulador de voltagem. As valvulas do tipo gaveta (V-1 a V-6) na tubulacio
entre a bomba, o extrator e os separadores permitem operar separadamente cada um dos
vasos. A valvula de seguranca V-4 possui disco de ruptura de 42,7 MPa para proteger o

extrator de pressdes acima do limite do equipamento.

A pressdo no extrator ¢ monitorada por mandmetros (Autoclave Engineers)
instalados na saida da tubulagdo. A fase fluida, apds deixar o extrator passa por uma
valvula micrométrica que permite regular a vazao e controlar a pressdo de saida mantendo-
a em condigdes ligeiramente superiores a pressdo atmosférica. Neste processo ocorre a
condensagdo/precipitacio do soluto que ¢ recolhido no separador. Para evitar o
congelamento deste material na valvula em fungdo da expansdo do gés, utiliza-se uma

chapa de aquecimento que mantém a valvula (VM-1) em torno de 100°C.

A tubulacdo de saida possui dois filtros, um coalescente e um de carvao-ativo com

a fun¢do de eliminar eventuais impurezas da corrente do gas que segue para o medidor de

fluxo (FM-1).

I11.6. Ensaios de solubilidade do oleo de nim

Solubilidade ¢ a méxima quantidade do soluto que pode ser dissolvido em um
solvente em uma determinada condicdo de temperatura e pressdo. Esta propriedade ¢
fun¢do da densidade e da temperatura do solvente. Com solventes em condigdes
supercriticas, a solubilidade em geral aumenta com a densidade do solvente. O método de

determinagao da solubilidade utilizado foi 0 método dinamico.

A solubilidade do 6leo de nim foi determinada pelo método dinamico, utilizando o
equipamento descrito no Item IILS5. Para a realizacdo dos ensaios de solubilidade, cerca de
10 g de o6leo de nim bruto sdo alimentados ao extrator supercritico. A azadiractina extraida
em conjunto com o 6leo também foi analisada e a metodologia utilizada esta apresentada no
Item II1.10.2. Os ensaios foram realizados nas temperaturas de 50 e 60°C, e 150, 220, 250
e 300 bar de pressdo, mantendo a vazdo de CO, em 0,7 L/min medida nas condi¢des
padroes CNTP. Os experimentos utilizaram CO, como solvente (sem a utilizagdo de co-

solvente).

35



A vazao adotada neste trabalho foi baseada no trabalho de Neves (1996) que testou
diferentes vazoes para o sistema bindrio CO»/tricaprilina obtendo um valor 6timo para a

extragdo de triacilglicer6is de 0,7L/min de CO..

O CO; era alimentado lentamente até que a pressdo se igualasse a pressdo do
cilindro e o aquecimento do extrator era entdo ativado. Apos atingir a temperatura pré-
definida as bombas eram acionadas e o sistema levado a condig¢do de pressdo de processo.
Atingidas estas condi¢des (pressdo e temperatura) a valvula micrométrica, localizada na
saida do modulo de medigdo e coleta, foi aberta até que a vazao pré-definida para o ensaio
se estabelega. O material extraido que escoou através da valvula micrométrica ¢ recolhido
em um Kkitassato contendo etanol para posterior andlise. O CO, segue para o medidor
totalizador de vazdo. Havendo necessidade, o fluxo das bombas era corrigido para que o
sistema mantivesse a pressdo constante. As amostras coletadas tiveram seu volume

corrigido para 100 mL com etanol, em baldo volumétrico, para permitir a quantificacao.

Para o calculo da solubilidade do 6leo, foi necessaria uma etapa de eliminagao do
etanol em rota-evaporador, para avaliar a quantidade de Oleo extraido nas condigdes de

operacao.

I11.7. Extracao da azadiractina e do 6leo das sementes com CQO;-puro

Os ensaios de extragdo da azadiractina e do 6leo das sementes moidas de nim foram
realizados no equipamento descrito na Figura II1.1 (Item IIL.5) em regime de escoamento
permanente do FSC. O extrator foi alimentado com 10 g de sementes de nim moidas com
diametro de particula médio de 0,925 mm, misturado com esferas de vidro, até completar o

volume do extrator (300 mL).

A azadiractina e o 6leo foram extraidos a0 mesmo tempo, nos ensaios em um total
de nove condigdes diferentes sendo que, para algumas destas condi¢des, foram feitas
repeti¢des. Os ensaios foram realizados em temperaturas de 50, 60 e 70°C e nas pressdes de
150, 200 e 250 bar, utilizando uma vazao de 1L/min de CO, medido em condi¢des
ambientais (vazdo adotada com base no trabalho de Azevedo (2005)). O 6leo extraido foi
quantificado por gravimetria e a azadiractina extraida foi analisada de acordo com a

metodologia do Item III.10.2. Estes ensaios foram realizados usando CO,-puro.
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Estas extracdes foram efetuadas com os mesmos cuidados e procedimentos de

operagao do equipamento, coleta de amostras, e analises como descritos no Item III.6.

I11.8. Extracao de 6leo e azadiractina com CQO, + co-solvente

As extracdes da azadiractina ¢ do 6leo com co-solvente foram realizadas em outro
equipamento de extragdo supercritica instalado no LEPPbio/FEQ/UNICAMP (Figura
I11.2). Este equipamento modular foi projetado e desenvolvido pelo laboratorio em parceria
com a AUTIC (Automagdo e Instrumentagdo Industrial Ltda.). Um detalhamento completo

deste sistema de extragdo encontra-se descrito em Azevedo (2005).

Figura I11.2: Equipamento de extragdo supercritica modular (LEPPbio/FEQ), desenvolvido
por Azevedo (2005).

No decorrer dos experimentos aproximadamente 10 g de sementes de nim moidas
foram adicionadas ao extrator, acrescidas de esferas de vidro. Os ensaios exploraram as
seguintes varidveis: concentra¢do de etanol de 5 e 10% (m/m), temperatura 50 e 60°C, e

pressao 200 e 300 bar, utilizando uma vazado de 1 L/min de COs,.

O oleo extraido foi quantificado por gravimetria seguindo 0s mesmos
procedimentos descritos no Item IIL.6, e a azadiractina extraida junto com o 6leo foi

analisada de acordo com a metodologia do Item I11.10.2.
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I11.9. Extracio fracionada

O ensaio de extragdo fracionada das sementes de nim teve como objetivo a
obtencdo de um extrato enriquecido em azadiractina e contendo uma menor quantidade

relativa de oleo.

Este ensaio foi realizado no equipamento apresentado no Item IIL.8 (Figura I11.2)
sendo o extrator alimentado com 10g de sementes moidas de nim. Foram realizadas duas
etapas seqiienciais de extracdo com as mesmas sementes € as condi¢cdes estabelecidas de

acordo com os resultados obtidos nas extragdes com CO,-SC puro e CO;-etanol.

Na primeira etapa, privilegiou-se a extracdo de oOleo em detrimento da
azadiractina. Usou-se uma pressdo de 200 bar, temperatura de 50°C e CO,-SC puro. Na
segunda etapa a amostra pré-desengordurada com CO,-SC puro foi mantida na mesma
condicdo de pressdo e temperatura, mas o solvente era CO, com a adi¢do de 10% etanol
(m/m), para melhorar a recuperacdo da azadiractina das sementes. As amostras foram
coletadas ap0s as passagens sucessivas de 100 L de CO; e a vazao foi fixada em 1L/min de

CO,.

I11.10. Determinaciao da composi¢io dos extratos

I11.10.1. Oleo de nim

O oleo de nim comercial, e o 6leo de nim obtido nas extragdes foi caracterizado de
acordo com os indices tecnologicos e a composicao de seus principais acidos graxos. Os

resultados, assim como a metodologia de analise, estdo apresentados no Apéndice A.

I11.10.2. Teor de azadiractina

As analises dos extratos obtidos através do método convencional por FSC foram
realizadas por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). O
LEPPbio/FEQ/UNICAMP dispde de um cromatégrafo da marca Shimadzu (Japdo), que
possibilita andlises em modo isocratico. Este equipamento possui bomba LC-10AD,
detector de ultravioleta SPD-10AV, e forno com rampa de temperatura programavel. Para

definir a metodologia de determinacdo da azadiractina, véarias estratégias foram

38



Capitulo III: Materiais e métodos

inicialmente exploradas, de acordo com as informacdes da literatura e que estdo listadas na

Tabela II1.1.

A metodologia escolhida foi a de Kaushik (2002) com coluna cromatografica C18
(Shimadzu) de 250 x 4,6 mm e filtragem das amostras efetuada em membranas de 0,22 pum.
A vazio de trabalho foi estabelecida em 1 mL min”. A fase mével foi acetonitrila:agua

(40:60) e a presenga da azadiractina foi monitorada a 217 nm.

Tabela II1.1: Metodologias para a quantifica¢do da azadiractina em CLAE.

Método Fase mével Fluxo Comprimento Coluna Referéncia
(mL/min) de onda (nm)
Isocratico Metanol:agua (60:40) 1 217 Cis Deota et al
(2000)

Isocratico Cloroférmio:metanol ~  -—---- 215 Cy Ambrosino et al.
(95:5) (1999)

Isocratico Acetonitrila:agua(40:60) 1 214 Cis Kaushik (2002)

Isocratico Metanol:agua (65:35) 1 214-250 Cig Kumar e Parmar

(1999)

Isocratico Acetonitrila:metanol: agua 1 220 Cs Sidhu et al
(23:25:55) (2003)

Isocratico/  Acetonitrila:dgua 1 Cis Thejavathi et al.

Gradiente (40:60),por 5 min,100% - (1995)
acetonitrila por 3 mim.

Gradiente Acetonitrila:dgua gradiente 0.4 215 Cig Barrek et al
de 16-100% de acetonitrila (2004)
por 40 min

Gradiente Acetonitrila:dgua  (15:85) 1 215 Cig Caboni et al
inicial, depois 85:15, por (2002)
15 min

I11.11. Ensaios de inativacdo de fungos em sementes de nim com FSC

A inativa¢do dos fungos em ambiente supercritico foi avaliada em ensaios que
empregaram ciclos de variagdo da pressdo, mantendo a temperatura constante. Inicialmente
foram identificados os microrganismos-alvo, isto ¢, os fungos que naturalmente

contaminam as sementes de nim utilizadas nos ensaios.

Os fungos encontrados foram utilizados para monitorar o efeito dos ciclos de
pressdo e despressurizagdo na sua inativagdo. Esses ensaios utilizaram sementes inteiras e

sementes moidas.
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I1I.11.1. Contaminacao inicial por fungos nas sementes de nim

Essas determinagdes foram realizadas no Laboratério de Microbiologia do ITAL

(Instituto de Tecnologia de Alimentos), Campinas, Sao Paulo.

Amostras do mesmo lote de sementes de nim utilizado em todos os ensaios de
extracdo do oleo e da azadiractina foram analisadas para identificar e realizar a contagem

dos microorganismos inicialmente presentes.

A metodologia utilizada foi a de plaqueamento direto das sementes inteiras (com
desinfeccdo externa e sem desinfeccdo) e de diluicdes decimais seriadas e plaqueamento
por superficie para as sementes moidas. A contamina¢do microbioldgica das sementes
inteiras foi avaliada com e sem desinfec¢do para distinguir se os fungos se localizam apenas

na camada superficial do grao ou também no seu interior.

II1.11.2. Sementes inteiras

No procedimento com desinfeccao, cerca de 150 sementes, divididas em trés lotes
de 50 graos, foram descascadas manualmente e deixadas em contato com solucdo de
hipoclorito de sodio (1%) por 2 minutos para promover a esterilizacdo externa das
sementes. Em seguida, foram plaqueadas 10 sementes por placa em meio de cultura
Dicloran 18%glicerol Agar (DG18). As placas foram incubadas em estufa a 25°C por 5 dias

para promover o crescimento dos microorganismos presentes nas sementes.

Para o isolamento e identificacdo dos fungos presentes nas sementes usou-se agar
de extrato de malte (MEA) e incubagéo por 5 dias a 25°C. As coldnias foram repicadas para
o meio Agar Czapek extrato de levedura (CYA), para a confirmacao da identificacao dos

fungos, de acordo com a chave de classificacdo proposta por Pitt e Hocking (1999).

Os fungos isolados foram testados quanto a produciao de micotoxinas usando meio
extrato de levedura sacarose (YESA), que favorece a produgdo de toxinas pelas cepas
produtoras, incubados por 7 dias a 25°C. A producdo de toxinas foi avaliada com a
utilizagdo de Cromatografia em Camada Delgada (CCD), juntamente com a técnica de
Agar plug, proposta por Filtenborg ef al. (1983) (Apéndice C). As etapas realizadas nas

analises microbiologicas estdo apresentadas na Figura IIL.3.
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|| Sementes de nim (inteiras) ||

|| Meio de cultura DG18 || (1) Crescimento dos fungos

l (2) Isolamento dos fungos presentes

|| Meio de cultura MEA || » || Meio de cultura CYA ||

(3) Identificacao dos fungos

|| Meio de cultura YESA || (4) Producgao de toxinas

Cromatografia de Camada
Delgada

“ (5) Presenca de toxinas

Figura II1.3: Etapas para a caracterizacdo de fungos presentes nas sementes de nim (Pitt e
Hocking, 1999).

No plaqueamento sem desinfeccdo das sementes, essa mesma metodologia foi

utilizada, apenas sem o tratamento com hipoclorito.

II1.11.3.Sementes moidas

O método utilizado para verificar a presenca de fungos nas sementes moidas foi a
dilui¢do, conforme proposto por Downes e Ito (2001). Estes ensaios foram realizados em

triplicatas.

Em sacos plasticos estéreis foram adicionados 25 g das sementes moidas
juntamente com 225 mL de agua peptonada 0,1%. Esta mistura foi levada a um
homogeneizador por 30 segundos. ApoOs esta etapa, iniciam-se as diluicdes decimais

seriadas.
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Prevendo uma grande contaminagdo nas sementes optou-se em fazer diluigdes nas
proporgoes (—1), (-2), (-3), (-4), (-5). Esta contaminacado inicial ¢ devida, principalmente, a
manipula¢do nas etapas de trituracdo das amostras (moinho de faca), determinagdo da
granulometria (peneiras) e no armazenamento, que ndo foram realizados em ambiente

estéril.

Apo6s as diluigdes, o plaqueamento foi realizado em meio de cultura DG18. As
placas receberam 0,1 mL de cada diluigdo e foram incubadas a 25°C, por 5 dias para
promover o crescimento dos fungos. Os resultados foram expressos em Unidades

Formadoras de Colonias por grama (UFC/g).

I11.11.4. Inativagao por FSC

A adequacdo das condigdes de inativagdo dos fungos neste trabalho baseou-se nos
estudos propostos pelos autores Dillow ef al. (1999), Calvo et al. (2007), Spilimbergo et al.
(2002), White et al. (2006), Hong e Pyun (1999) e Cinquemani, ef al. (2007), fazendo-se a

inativagdo dos fungos ja presentes nas amostras de sementes de nim.

De acordo com Calvo et al. (2007), a utilizagdo de altas temperaturas melhora a
inativagdo microbiana, porém diminui o poder de solvatagdo do CO,, devido a diminuicao
da densidade. Devido a esta caracteristica foram testadas duas temperaturas distintas, 40°C

(0,8293 g/cm’) e 60°C (0,6932 g/cm’) a 200 bar.

Os ensaios foram realizados em triplicatas usando sementes inteiras (150 sementes

em cada ensaio) ou sementes moidas (30 g) no equipamento descrito no Item IILS5.

O vaso extrator do equipamento foi alimentado com as sementes de nim, ¢ em
seguida submetido a ciclos de pressurizagdo e despressuriza¢ao (AP=100 bar), durante duas
horas de operagao (7 ciclos por hora). As condi¢des de trabalho utilizadas foram: pressao
maxima de 200 bar e minima de 100 bar, temperaturas de 40 e 60°C e vazio de 1L/min de

CO,.

Ap6s os ciclos de pressurizagdo e despressurizagdo, o material contido no extrator
foi recolhido de modo estéril em sacos pléasticos e foi avaliado no Laboratério de

Microbiologia do ITAL, seguindo os mesmos procedimentos usados na caracterizagdo
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microbioldgica inicial das sementes de nim (Item IIL.11.1). Antes e apos cada ensaio o

equipamento foi limpo com agua destilada e alcool 70%, a fim de garantir sua esterilidade.
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Capitulo IV

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste capitulo sdo apresentados os resultados experimentais obtidos no decorrer
da pesquisa de mestrado. Os resultados sdo discutidos com base em fundamentos teoricos e

observagoes experimentais previamente reportados na literatura.

IV.1. Caracterizacdo das améndoas de nim

A Tabela IV.1 apresenta a caracterizacdo geométrica das améndoas de nim
medidas com um paquimetro e seu teor de umidade, amostradas antes da etapa de moagem.
Utilizou-se uma populagdo de 50 améndoas de nim para o céalculo do desvio padrdo

apresentando na tabela abaixo.

Tabela IV.1: Caracterizacao das améndoas de nim.

Caracteristicas
Comprimento (mm) 11,56 0,17
Largura (mm) 4,76 + 0,35
Espessura (mm) 4,39+ 0,05
Umidade (% B.U.) 6,5+0,15

IV.2. Separacio granulométrica das sementes moidas de nim

As sementes de nim moidas em moinho de faca, de acordo com a metodologia
apresentada no Item IIL.3.1, foram separadas em diferentes fragdes por faixas de diametro

por meio de um conjunto de peneiras.

A Tabela IV.2, apresenta a massa das fragdes obtidas para 3 didmetros médios das
sementes utilizadas nos ensaios de avaliacdo do efeito do grau de moagem na taxa de

extracgao.
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Tabela I'V.2: Distribui¢do de tamanho de particulas de sementes de nim ap6s a moagem.

Abertura das Diametro médio Fracao retida

peneiras (mm) (% em massa)
1,0 — 0,850 mm 0,925 80
0,850 - 0,6 mm 0,725 15
0,6 — 0,5 mm 0,550 5

O re-processamento das particulas de maior didmetro por meio de uma moagem
mais fina ndo foi possivel no moinho existente devido ao grande teor de 6leo nas sementes.
Devido a grande quantidade de ensaios propostos no estudo da extracdo do 6leo e da

azadiractina das sementes de nim, optou-se em utilizar o didmetro médio de 0,925 mm.

De acordo com Reverchon e de Marco (2006) as extragdes de produtos naturais
em FSC geralmente sdo realizadas com particulas variando de 0,25 a 2 mm e o tamanho de
particulas usadas no presente trabalho esta incluido nesta faixa. Particulas de tamanho
semelhantes foram usadas por Tonthubthimthong et al. (2004), no estudo da extragdo de

nimbina de sementes de nim.

IV.3. Extracao com solventes organicos

IV.3.1. Extracao do 6leo

As extragdes do dleo das sementes de nim, por métodos convencionais foram
realizadas em extratores do tipo Soxhlet, tendo-se avaliado a eficiéncia de trés solventes
com polaridades diferentes: hexano, etanol e metanol, como descrito no Item IIl.4 da

metodologia. Estes ensaios foram realizados em triplicatas.

O contetido médio de 6leo nas sementes de nim moidas (0,925 mm) obtido com
hexano foi de 47,37 + 1,85%. Na extracao com etanol, o valor médio encontrado foi de
53,47 £ 0,3%, ¢ na extragdo com metanol de 66,49 + 0,64%. O contetdo de 6leo extraido
com metanol mostrou-se superior aos obtidos por hexano e etanol, demonstrando a maior
eficiéncia do solvente polar. As diferencas nas porcentagens de extracdo do 6leo de nim

encontradas estdo de acordo com os valores apresentadas por Drummond ef al. (2008), que
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obtiveram a maior extragdo do 6leo de mamona com a utilizacdo de metanol (51%) em

comparag¢do ao etanol (47%) e hexano (41%).

Os teores de 6leo de nim encontrados por Soxhlet estdo dentro da faixa de valores

obtida pelos autores Kumar e Parmar (1996) e Kaushik (2002).

Apesar do metanol ter sido o solvente mais eficiente na extragdo do 6leo de nim,
neste trabalho, optou-se pela utilizacdo do valor encontrado com hexano (47,37%) como
referéncia para a comparagdo com a técnica por FSC. Essa decisdo estd baseada no fato do
produto extraido com hexano ter aparéncia mais clara e limpida. O etanol e o metanol, por
serem solventes polares, extrairam outros compostos presentes nas sementes além dos
triacilglicerdis como, por exemplo, os fosfolipidios, pigmentos € os compostos de interesse

neste trabalho, os limondides.

1V.3.2. Extracao da azadiractina

Apo6s a extracdo do 6leo das sementes de nim com a utilizagdo de Soxhlet e dos
solventes hexano, metanol ou etanol (Item IV.3.1), a semente desengordurada foi
submetida a diferentes tratamentos para a extracdo da azadiractina, de acordo com a
metodologia disposta no Item II1.4. Foram realizadas extragdes a frio (maceracdo) e etapas
contendo uma segunda extragdo em Soxhlet, com os solventes polares metanol e etanol. A
azadiractina encontrada nos extratos por estes métodos foi quantificada por CLAE (Item

I1.11.2).

Na Tabela IV.3 s3o apresentados os valores encontrados em fracdo de massa de
azadiractina das semente de nim. A maior extracao da azadiractina ocorreu com a utilizagao
de etanol (em uma unica etapa, Soxhlet), sendo que neste método a azadiractina ¢ extraida

em conjunto com o 6leo.

De acordo com os dados apresentados na Tabela IV.3, os ensaios realizados em
duas etapas ndo foram eficientes para o fracionamento da azadiractina. O limonoéide
provavelmente ja havia sido solubilizado no hexano, durante a etapa inicial para a remocao
do dleo, porém este extrato oleoso ndo foi avaliado quanto ao seu teor de azadiractina. O
valor de 1,05 g de azadiractina por 100 g de sementes encontrado na extragdo com etanol
estd de acordo com dados da literatura (Tabela I1.2) e serda usado como referéncia neste

trabalho.
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Tabela 1V.3: Conteudo de azadiractina em sementes de nim, obtido por extracdo com

solventes organicos.

Métodos Azadiractina (g/100g de semente)
Soxhlet hexano + maceragao a frio etanol 0,17£0,16
Soxhlet hexano + maceragao a frio metanol 0,561%0,25
Soxhlet hexano + Soxhlet etanol 0,39+0,32
Soxhlet hexano + Soxhlet methanol 0,31440,10
Soxhlet etanol 1,05+0,27
Soxhlet methanol 0,809+0,17

IV .4. Solubilidade do 6leo de nim em FSC

Foram realizados ensaios exploratdrios para determinar a solubilidade do dleo de
nim em CO,-SC, visando obter subsidios para definir a melhor faixa de operagdo do
equipamento. Para a realizacdo destes ensaios utilizaram-se os procedimentos descritos no
Item IIL.7 e a carga do extrator foi feita com 10 g de dleo bruto de nim obtido por

prensagem.

Os experimentos foram realizados nas pressdes de 150, 220, 250 e 300 bar, nas
temperaturas de 50 e 60°C e uma vazdo de 0,7 L/min de CO, (CNTP). As amostras
(fragdes) foram coletadas em seqiiéncia, apds a passagem de volumes de 100 L de CO,

(CNTP), que correspondem a, aproximadamente, 200 g de CO..

O ¢6leo de nim bruto utilizado nestes experimentos apresentava coloracdo marrom-
escuro, devido, provavelmente, a presenca de fosfolipideos e outros compostos
pigmentados que foram extraidos durante a prensagem das sementes. O 6leo extraido por
FSC apresentou coloragdo amarelada, cuja intensidade foi diminuindo ao longo da
passagem do solvente, fato que pode ser interpretado como um certo grau de refino do

material.

Os resultados obtidos estdo apresentados na Figura IV.1, que contempla a massa
de 6leo acumulado no vaso coletor em funcdo da massa total de CO, utilizada como
solvente. Nao foram efetuados ensaios a pressdes maiores, devido a limitagdo do

equipamento.
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Figura IV.1: Curvas de extracdo do 6leo de nim a diferentes condigdes de pressdo e
temperatura, vazao de CO,de 0,7 L/min.

Para uma melhor distingdo do efeito da pressdo, estes mesmos dados foram

relocados na Figura IV.2 (extragdes a 50°C) e na Figura IV.3 (extragdes a 60°C).
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Figura IV.2: Curvas de extra¢do do 6leo de nim utilizando CO,-SC puro a 50°C e vazdo de
0,7 L/min de CO,.
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Figura IV.3: Curvas de extra¢do do 6leo de nim utilizando CO,-SC puro, a 60°C e vazio
de 0,7 L/min de CO,.

Observa-se que aumentos de pressdo a temperatura constante resultam em
aumento na taxa de extra¢do do oleo. Este resultado experimental ¢ explicado pelo aumento

da densidade do solvente e, portanto das forcas de interagdo intermoleculares.

Os pontos experimentais iniciais do ensaio estdo situados em uma linha reta, uma
condicdo necessaria (porém ndo suficiente) para indicar que nas condicdes usadas o
equilibrio de solubilidade foi atingido. A pequena diferenca encontrada na composi¢do do
6leo bruto e do 6leo refinado (ver Apéndice A) ¢ um indicio adicional de que a condigao de

saturacao pode ter sido atingida.

A inclinagdo das retas no inicio da extracdo fornece valores de solubilidades para o
6leo de nim em CO,-SC, que estdo apresentadas na Tabela I'V.4. O valor encontrado para a
condi¢do de 300 bar (50°C) para o 6leo de nim estd dentro da faixa de solubilidade
encontrada por Soares et al. (2007) nesta condigdo de extracdo, para diferentes oleos

vegetais.

Azevedo (2005) determinou a solubilidade do o6leo de café neste mesmo
equipamento. As solubilidades (g o6leo/kg CO,) encontradas na pressdo de 150 bar nas
temperaturas de 50 e 60°C foram respectivamente 1,8 € 5,0 e na pressdo de 250 bar, 6,3 e

5,0.
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Comparando-se os valores de solubilidade do 6leo de café¢ (Azevedo, 2005) e do
0leo de nim (Tabela IV.4) verifica-se que as solubilidades sdo semelhantes. Pequenas
diferencas de solubilidade podem ser atribuidas a variagdo do numero de carbonos e,
conseqiientemente, da massa molar e também do grau de insaturagdo do 6leo de nim. O
6leo de café tem predominancia do acido graxo palmitoleico (C16:1) ¢ o 6leo de nim
(dados no Apéndice A) do oleico (C18:1). Romero (2007) enfatiza a necessidade de
pesquisas adicionais para a melhor compreensdo da relagdo do grau de insaturacdo e a

solubilidade dos 0Oleos.

Tabela IV.4: Solubilidade do 6leo de nim e recuperacdo do 6leo de nim em CO,-SC puro a

diferentes temperaturas e pressoes.

Condicoes Densidade Solubilidade Recuperacio do oleo
(bar, °C) CcO, (g/cm3) (g 0leo/kg CO,) (% total alimentado)

150, 50 0,655 2,1 14,15

220, 50 0,792 3,7 47,71

250, 50 0,829 5,3 81,71

300, 50 0,879 6,8 81,78

150, 60 0,560 1,0 12,51

220, 60 0,729 3,5 52,39

250, 60 0,773 52 83,06

300, 60 0,830 6,1 76,00

O comportamento da solubilidade do 6leo de nim com a temperatura de extragao
pode ser observado na Figura IV.4, que apresenta isotermas de solubilidade do 6leo em
funcdo da pressdo. O formato das curvas indica uma tendéncia linear com a pressao, isto €,
um incremento da solubilidade com o aumento da pressao que fica mais acentuado a
pressdes superiores a 250 bar. Houve pouca diferenca na solubilidade do 6leo comparando-

se as temperaturas de 50 e 60°C nas condigdes de extragdo estudadas.
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Solubilidade do dleo (g
dleo/kg CO2)
N
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Figura IV.4: Solubilidade do 6leo de nim em fung¢do da pressao e da temperatura.

A Figura IV.5 apresenta a curva de solubilidade tracada em fun¢do da densidade
do solvente para cada isoterma. Como esperado, o aumento da solubilidade se correlaciona
bem com o aumento da densidade do solvente. Observa-se, também, que para uma mesma
densidade, a solubilidade aumenta com o aumento da temperatura devido ao aumento da

pressdo de vapor dos diversos triacilglicerois presentes no 6leo de nim.

Solubilidade do dleo (g
dleo/kg CO2)
N

0,4 0,5 0,6 0,7 0,8 0,9 1
Densidade do CO2 (g/cm3)

—e—50C —1—60C

Figura IV.5: Solubilidade do 6leo de nim em fun¢ao da densidade do CO..
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IV.5. Extracao de azadiractina contida no dleo

A solubilidade da azadiractina em CO,-SC utilizando produto padrdo puro ndo
pode ser determinada devido a dificuldade de se encontrar esse material no mercado. Como
uma alternativa, e na tentativa de obter tendéncias sobre o efeito da temperatura e da
pressdo no comportamento de solubilidade da azadiractina no CO,-SC, os dados de
extracdo deste principio ativo obtidos durante os ensaios de solubilidade do 6leo foram

usados nesses calculos.

As curvas de extragdo obtidas estdo tracadas na Figura IV.6 e se pode constatar
que, na maioria das isotermas obtidas, as partes iniciais das curvas tendem a ser lineares.
Essa linearidade nao ¢ garantia de que se atingiu a saturagdo do CO, com azadiractina,
sobretudo porque as curvas ndo tém formato caracteristico de extragdes supercriticas. A
parte inicial das curvas na extrapola adequadamente até a origem, indicando que, com
excecdo da extragdo a pressdo a 150 bar, outro mecanismo favoreceu a solubilizagdo. E
possivel que o dleo tenha interferido na volatilidade da azadiractina ou o processo tenha

sido afetado pela acdo co-solvente do 6leo.

O efeito de co-solvéncia nos ensaios pode ser relacionado aos efeitos sinérgicos
positivos entre os compostos presentes no 6leo de nim, conforme Vasapollo et al. (2004),
que verificaram que o efeito da adicdo de um 6leo vegetal ao CO; no sistema de extragao
do licopeno do tomate aumentava o rendimento de processo em 60% atuando como co-
solvente para o composto de interesse. Azevedo (2005) também constatou um efeito co-

solvente do dleo (de café¢) na extracdo de cafeina, do grdo verde de café.

Em conseqiiéncia desse comportamento andmalo, ndo se calculou uma possivel
“solubilidade efetiva” da azadiractina no CO,-SC e se ateve, apenas, a calculos da

capacidade de extragao.
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Figura IV.6: Curvas de extragdo da azadiractina obtidas nos ensaios de solubilidade do
6leo de nim bruto.

O 6leo bruto inicial utilizado nestes experimentos foi quantificado quanto ao seu
teor de azadiractina, tendo sido encontrado uma concentragdao de 850 ppm. A Tabela IV.5,
apresenta a recuperacdo da azadiractina presente no 6leo de nim bruto calculada quando
1570 g de CO, foram utilizados no sistema. Os valores de recuperacdao da azadiractina sdo

consideravelmente maiores do que a extragdo a partir das sementes (ver Item 1V.6.2.2).

Através dos dados de recuperacao da azadiractina apresentados na Tabela IV.5 e
de recuperagdo de 6leo na Tabela IV.4 (Item IV.4), verifica-se a obten¢do de um extrato
mais enriquecido em azadiractina (52,18%) e em menor quantidade de 6leo (12,51%) na

condigdo de 150 bar e 60°C.
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Tabela IV.5: Recuperacdo da azadiractina do 6leo de nim bruto com FSC.

Condicdes (bar, °C) Densidade CO, (g/cm3) Recuperacio
da azadiractina (%)
150, 50 0,655 63,94
220, 50 0,792 80,17
250, 50 0,829 95,46
300, 50 0,879 152,82
150, 60 0,560 52,18
220, 60 0,729 92,38
250, 60 0,773 91,38
300, 60 0,830 141,17

IV.6. Extracio de dleo e de azadiractina de sementes de nim com CQO,-SC

IV.6.1. Ensaios de extracio

A extracao da azadiractina e do 6leo das sementes de nim foi inicialmente avaliada
com a utilizagdo de CO,-SC puro como solvente. Foram exploradas as condig¢des de 150,
200 e 250 bar, temperaturas de 50, 60 e 70°C e didmetro de particula médio de 0,925 mm,

conforme descrito no Item I11.8.

I1V.6.1.1. Extracao do dleo

As Figuras IV.8, IV.9 e IV.10 apresentam as curvas de extragdo do 6leo de nim,

obtidas a diferentes pressdes, nas temperaturas de 50, 60 e 70°C.

As curvas de extragdo do oleo de nim apresentam o mesmo formato das curvas
obtidas na extragdo do 6leo das sementes de uva por Sovova et al. (1994), isto ¢ uma regido
linear inicial, com uma inclinag@o préxima aos valores de solubilidade do 6leo em CO,. Em
seguida hd um periodo de transi¢do, durante o qual a taxa de extracdo cai rapidamente, e, na
parte final a extragdo continua com um ritmo mais lento. O 6leo mais acessivel encontrado

na superficie nas sementes (através da moagem) ¢ solubilizado rapidamente no inicio. A
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extragdo se torna mais lenta devido ao 6leo restante estar menos disponivel, contido no

interior das particulas das sementes. Nessa regido final, o processo de extragdo ¢ controlado
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Figura IV.8: Curvas de extragdo do 6leo de sementes de nim com CO,-SC puro a
temperatura de 50°C.
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Figura IV.9: Curvas de extragdo do 6leo de sementes de nim com CO,-SC puro, a
temperatura de 60°C.
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Figura IV.10: Curvas de extragdo do 6leo de sementes de nim com CO,-SC puro, a
temperatura de 70°C.

A Figura IV.8 contem as extra¢des realizadas em temperatura constante de 50°C ¢
pressdes de 150, 200 e 250 bar. Nas pressdes de 250 bar (densidade 0,829 g/cm’) e 200 bar
(densidade 0,762 g/cm’), verificou-se pouca influéncia do pardmetro da pressio na extragdo
do 6leo, o que pode ser explicado pelos valores de densidade do solvente supercritico serem
muito proximos. Ja na extragdo feita a 150 bar (densidade 0,655 g/cm’), ha uma menor
extracao de 6leo devido a sua menor densidade em comparagao as outras condi¢des (200 e

250 bar).

Nas Figuras IV.9 e IV.10, sdo apresentadas as curvas de extracdo do 6leo nas
temperaturas de 60 e 70°C. Verifica-se novamente que com o aumento da pressio, ocorre
aumento na taxa de extracao do 6leo, devido as diferengas de densidade nestas condigdes.
Nessas duas temperaturas, as extragdes a uma pressao de 250 bar se sobressairam em

relagdo aos processos a 150 bar e 200 bar.

A Figura IV.11 apresenta a recuperagdo de 6leo (razdo da massa extraida de 6leo
pela massa inicial de 6leo contido nas sementes) nas diferentes condigdes de extragdo em
funcao da temperatura, calculadas usando a quantidade de 6leo extraida com a passagem de
1570 g de CO; pelo sistema. Nestes calculos assumiu-se novamente que o contetdo total de

6leo nas sementes de nim foi 47,37%, valor obtido por Soxhlet com hexano.

De um modo geral, a Figura IV.11 indica que houve uma maior recuperagao do

6leo com incremento da pressdo a uma temperatura constante € uma diminui¢do na
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recuperacdo com o aumento da temperatura em uma mesma pressao. Esse comportamento
deixa claro que um aumento de densidade do CO,-SC favoreceu a extragao, conforme pode
ser observado pelas curvas da Figura IV.12. Nessa figura, o efeito da temperatura ¢
salientado e, portanto, pode-se concluir que altas densidades do CO,, obtidas com baixas

temperaturas favorecem a extragao de 6leo de nim.
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Figura IV.11: Recuperacdo do 6leo de sementes de nim em func¢ao da pressao, com a
utilizagdo de 1570g de CO,-SC puro, em diferentes condigdes de operagao.
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Figura IV.12: Recuperacdo do 6leo de sementes de nim em funcao da densidade, com a
utilizagdo de 1570g de CO,-SC puro, em diferentes condigdes de operagao.
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1V.6.2.2. Extracido da azadiractina

As Figuras 1V.13, IV.14 ¢ V.15 apresentam as curvas de extracdo de azadiractina
das sementes com CO,-SC puro obtidas nos mesmos ensaios de extracdo do 6leo. As
curvas indicam a massa de azadiractina acumulada (analisada por CLAE, Item I11.10.2) em

funcao das massas acumuladas de CO, utilizada neste processo.

O formato das curvas sugere que a extracdo da azadiractina das sementes com
CO,-SC ¢ um processo lento devido a baixa solubilidade e que o 6leo ¢ extraido mais
rapidamente do que a azadiractina das améndoas de nim, pois a extracdo de 6leo estabiliza
em cerca de 1000 g de CO, (250 bar, 50°C) e a extragdo de azadiractina mesmo apds a

passagem de quase 1570 g de CO, ainda ndo mostra indicios de nivelamento da curva.
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Figura IV.13: Curvas de extracdo da azadiractina de sementes de nim, utilizando CO,-SC
puro, a 50°C.
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Figura IV.14: Curvas de extracdo da azadiractina de sementes de nim, utilizando CO,-SC
puro, a 60°C.
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Figura IV.15: Curvas de extracdo da azadiractina de sementes de nim, utilizando CO,-SC
puro, a 70°C.

A ordenagio das curvas nas extragdes a 50°C (Figura IV.13) e a 60°C (Figura
IV.14) ¢ a mesma dos ensaios de solubilidade, isto ¢, um aumento da pressdo favorece a
extracdo e as isobdricas estdo distintamente afastadas entre si. Uma comparagdo entre as
curvas destas duas figuras confirma que a melhor condigdo para a extragdo é a 50°C e
pressao de 250 bar, isto ¢ nas mesmas condigdes Otimas da extracdo do 6leo. A explicacao

para este fato esta baseada na maior densidade do solvente nesta condigdo.

As curvas de extragdo de azadiractina a 70°C (Figura IV.15) tem um
comportamento semelhante, mas o efeito da pressdo ¢ menos pronunciado, ocorrendo uma
aproximacao das curvas. A massa extraida ¢ menor, seguindo a tendéncia encontrada nos

ensaios de extracdo deste composto no 6leo de nim (Item IV.5).

A Figura IV.16 apresenta a recuperac¢ao da azadiractina com CO,-SC puro, apds a
passagem de 1570 g de CO,. Os baixos valores podem ser atribuidos a pouca afinidade do

composto pelo solvente, devido a grande diferenca de polaridade entre eles.

Uma comparacdo entre esses valores confirma que a melhor extracdo ocorre a
50°C e 250 bar de pressdo. Devido a estes resultados com CO,-SC puro, ensaios de
extragdes com o uso de co-solvente foram programados, com a finalidade de tentar

aumentar a recuperacao da azadiractina.

O célculo da recuperagdo da azadiractina (%) foi baseado nos valores encontrados
na extragdo convencional da azadiractina em Soxhlet com etanol (1,05 g de

azadiractina/100 g semente). Como nos ensaios de extracdo do 6leo, a maior recuperacao
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da azadiractina também foi constatada nas condi¢cdes de extracdo de maior pressao (250

bar) e menor temperatura (50°C) como pode ser observado na Figura IV.16.
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Figura IV.16: Recuperacdo de azadiractina das sementes de nim, apos a passagem de 1570
g de CO,-SC puro, em diferentes condigdes de operacao.

O melhor fracionamento da azadiractina em relacdo ao 6leo ocorre nos ensaios a
150 bar e 70°C, condi¢do onde ha uma menor extra¢do do 6leo das sementes (40%) e uma
recuperacdo de azadiractina em 4%. As outras situagdes estudadas conseguem extrair mais
azadiractina, mas a extragdo de 6leo ¢ muito maior. Este comportamento antagénico de
rendimento e seletividade, onde maiores rendimentos reduzem a seletividade e maiores

seletividades reduzem o rendimento, ¢ tipico de extragdes de produtos naturais em

solventes supercriticos (Azevedo, 2005).

VL.7. Extracao de d6leo e de azadiractina com CQO, + etanol

A utilizagdo de co-solvente no processo de extragdo tem como objetivo aumentar a
solubilidade e interferir na seletividade de extracdo da azadiractina. Com a adi¢ao do co-
solvente, além de alterar a polaridade do CO,, h4 também a interacdo entre co-solvente e o
solvente, aumentando a densidade e resultando em um maior poder de solvéncia. Outro
efeito possivel reportado por Azevedo (2001) é formacdo de ligagdes especificas como
pontes de hidrogénio entre a molécula de alcool e o nucleo esterificado da molécula de

triacilglicerol, explicando a maior extracdo do 6leo com a utilizagdo do etanol.
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A extracdo do 6leo e da azadiractina com o uso do co-solvente etanol foi realizada
no equipamento de extracdo supercritica modular, apresentado no Item IIL.9 e Figura
II1.2. Esse equipamento possui maiores recursos de controle do processo e bombas mais
eficientes, possibilitando extragdes a pressdes superiores a 300 bar. Aproximadamente 10 g
de sementes de nim moidas foram alimentadas ao extrator com esferas de vidro. Nos
ensaios foram exploradas duas concentragdes de etanol, 5 e 10% (m/m), pressoes de 200 e
300 bar e temperaturas de 50 ¢ 60°C. Essas condigdes de temperatura e pressdo foram pré-
definidas, pelos resultados obtidos nas extra¢cdes com CO,-SC puro que indicaram maior

massa extraida, quanto maior a pressao de trabalho.

IV.7.1.Extracao do dleo

As Figuras IV.17 e IV.18 apresentam as curvas de extra¢do do 6leo (g) em funcao
da massa de CO, acumulada (g), nas temperaturas de 50 e 60°C respectivamente a pressdes
de 200 e 300 bar e usando duas concentragdes de etanol (5 e 10% m/m). Na mesma figura

como comparacao estdo lancados os dados obtidos na extra¢do do 6leo com CO; puro.

As amostras extraidas com a utilizacdo de etanol apresentaram forte coloragdo
amarelada, que diminuia de intensidade com o decorrer da extragdo, mostrando-se bem
diferentes das obtidas com CO,-puro, que eram transparentes e claras. Esta aparéncia indica

que o etanol extraiu também pigmentos presentes nas sementes.

Uma comparacdo entre as curvas das duas figuras indica que a temperatura
praticamente ndo influi na extracdo do 6leo com etanol, pois o formato da curva ¢
semelhante e a tendéncia em todos os ensaios € extrair em torno de 5,2 g de 6leo com 1570
g de CO,. Observa-se, também, que um aumento na concentracdo de etanol de 5 para 10%

promoveu pequeno aumento na massa extraida.
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Figura IV.17: Curvas de extragdo do 6leo de nim, com CO; puro e CO; + etanol (5 e 10%
m/m), nas pressoes de 200 bar e temperatura de 50°C.
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Figura IV.18: Curvas de extragdo do 6leo de nim, com CO, puro e CO, + etanol (5 e 10%
m/m), nas pressdes de 200 e 300 bar e temperatura de 60°C.

Essa mesma conclusdo pode ser obtida analisando os valores de recuperagdo de

o6leo apresentados na Tabela IV.7.

A Tabela IV.7 apresenta a recuperacao do o6leo das sementes de nim obtida
através do uso de CO,-SC puro e com a adi¢do de etanol como co-solvente, apds a

passagem de 1750 g de CO, pelo sistema. Estes valores sdo calculados com o conteudo de
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6leo obtido por Soxhlet usando hexano. Nas condi¢gdes analisadas a extracdo do 6leo em
CO,-SC + etanol foi superior a 100%. Em termos matematicos, estas recuperacdes
superiores a 100% sdo inaceitaveis e indicariam erros experimentais. No presente caso,
entretanto, a situagdo ¢ explicavel pela maior solubilizagdo de compostos lipidicos (e
mesmo de outra origem) por parte do etanol, conforme ja discutido no Item IV.3. Todo o
extrato obtido com CO; + co-solvente foi assumido como 6leo e uma comparagao mais
apropriada seria usar o valor de 53,5% para o contetido de 6leo nas sementes, obtido por

Soxhlet, com etanol.

Preferiu-se, entretanto, manter o valor de 47,4% de 6leo (obtido com hexano)
como referéncia, devido a qualidade do 6leo obtido nas extracdes com CO, puro (ver
Apéndice A) e sua aparéncia. Uma avaliagdo mais precisa deveria se basear em anélise da
composi¢ao do 6leo obtido, e que neste trabalho nao foi realizado com o extrato obtido com

CO, + co-solvente.

A maior recuperagao do dleo nas extragdes utilizando co-solventes esta de acordo
com os relatos experimentais encontrados na literatura para as extragdes de 6leos vegetais
como, por exemplo, Cocero e Calvo (1996) na extracdo de 6leo de girassol e Azevedo
(2005) na extracao do o6leo de café. Aumentos nos percentuais de etanol, juntamente com as

elevadas pressoes, aumentam significativamente a solubilidade do 6leo.
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Tabela IV.7: Eficiéncia do 6leo de nim em extra¢des com FSC (CO,-SC puro e CO,-SC +

etanol).
Condicoes de extracio CO,-SC puro CO,-SC + etanol
(bar, °C) Recuperacio do 6leo (%) Recuperacio do 6leo (%)

150, 50 6140

150, 60 5534 -

150, 70 39,52

200, 50 85,71 108,0 (5% et)
110,4 (10% et)

200, 60 64,45 108,2 (10 % et)

200, 70 4190 -

250, 50 86,56 -

250, 60 8240 e

250,70 62,63

300, 50 113,1 (10% et)

300,60  —eee- 110,6 (5 % et)
109,9 (10% et)

I1V.7.2. Extracao da azadiractina

A extragdo da azadiractina das sementes de nim com a utilizagdo do co-solvente
etanol foi avaliada nos mesmos ensaios de extragdo do 6leo de nim, isto €, temperatura de
50 e 60°C, pressdes de 200 e 300 bar e etanol como co-solvente na proporgdo de 5 ¢ 10%

m/m.

As Figuras IV.19 e IV.20 apresentam as curvas de extracdo de azadiractina

obtidas a 50°C e a 60°C, respectivamente, em comparagdo a extragdo com CO,-SC puro.
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Figura IV.19: Curvas de extragdo de azadiractina com CO; puro e CO; + etanol, na
pressdo de 200 e 300 bar, a 50°C e 5 € 10% em etanol (m/m).
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Figura IV.20: Curvas de extragdo da azadiractina, com CO; puro e CO; + etanol, nas
pressdes de 200 e 300 bar, 60°C € 5 € 10% em etanol (m/m).

Através dos resultados apresentados, pode-se concluir que maiores extracdes da
azadiractina ocorreram com a adi¢do de co-solvente em comparagdo as extracdes com CO,-
puro. Este comportamento também ¢é observado por Johnson ¢ Morgan (1997b), onde a

maior extra¢cdo da azadiractina foi obtida com 20% de etanol (m/m).
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Comparando-se as extragdes a 200 bar, observa-se que a 50°C, a extragdo com 5%
de etanol foi 2 vezes melhor que sem etanol, e com 10% essa razdo passa para 5 vezes. A

60°C, o uso de 10% em etanol também aumentou a quantidade extraida em 5 vezes.

As curvas de extragdo indicam que a concentragdo de etanol influi na quantidade
de azadiractina extraida, mas de formas distintas: a 200 bar e 50°C um aumento de 5 vezes
para 10% de etanol no CO, aumentou consideravelmente a massa extraida; a 300 bar e
60°C, porém o efeito é o inverso, um aumento de etanol promoveu uma diminuigdo da
extragdo da azadiractina. Esta tendéncia também foi encontrada por Kopcak et al. (2004),

na extracdo da cafeina de sementes moidas de guarana.

A recuperagdo da azadiractina com CO, puro e com co-solvente estdo
apresentados na Figura IV.21. Confirma-se que as condi¢des de extragdo com acréscimo
de etanol resultaram em recupera¢do maior que as com CO; puro, pois com etanol atingiu-

se niveis de valores em torno de 30%.
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Figura IV.21: Recuperacdo da azadiractina das sementes de nim, com o uso de CO, puro ¢
CO; + etanol.

IV.8. Extracio fracionada dos compostos de sementes de nim

A extragao fracionada do 6leo ¢ da azadiractina das sementes de nim foi realizada

de acordo com os procedimentos descritos no Item II1.9 em duas etapas: a primeira etapa,
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privilegiou-se a extragdo do 6leo usando pressdo de 200 bar,50°C ¢ CO,-SC puro € na
segunda etapa processou-se uma maior extragdo da azadiractina com 200 bar, 50°C e CO,-

SC + 10% etanol (m/m).

Os valores do 6leo estdo apresentados na Figura IV.22, e observa-se uma maior
extragdo na primeira etapa, com a passagem de 1900 g de CO, (recuperagdo do d6leo em
87,52%). Na segunda etapa ocorreu extracdo complementar do 6leo (recuperagdao do 6leo
em 26,72%) indicando um possivel esgotamento do 6leo no leito. Os resultados estdo de
acordo com os objetivos propostos para este ensaio, obtendo-se novamente uma
recuperagdo acima de 100%, pois o 6leo da 2° etapa tinha uma qualidade inferior (presenga

de pigmentos).

>
o Ao
L

w

- N
= 00N O W
! ! !

Massa de 6leo extraida (g)

o
(&)}
I

o

1000 2000 3000 4000
Massa de CO2 (g)

o

—&— 200 bar, 50C —1— 200 bar, 50C, 10% etanol (m/m)

Figura IV.22: Extragdo do 6leo de sementes de nim em duas etapas: 200 bar, 50°C e CO,-
SC puro (1° etapa) € 200 bar, 50°C ¢ CO,-SC + 10% etanol (m/m) (2° etapa).

Uma extragdo da azadiractina (Figura IV.23) também foi verificada nas duas
etapas, porém inicialmente ocorreu uma estabilizacdo da extragdo com CO,-SC puro
(recuperacdo inicial de 5,9% e concentracdo de azadiractina de 0,30% na fase oleosa) e na
segunda etapa, com a adi¢do de etanol, houve um aumento significativo da extracao,
melhorando a recuperacdo de azadiractina para 15% e concentragdo de azadiractina de

1,5% na fase oleosa.
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Figura IV.23: Extra¢do de azadiractina de sementes de nim em duas etapas: 200 bar, 50°C
e CO,-SC puro (1° etapa) e 200 bar, 50°C e CO,-SC + 10% etanol (m/m) (2° etapa).

A mesma tendéncia no aumento de extracdo do principio ativo na segunda etapa
de operagdo foi observada na extracdo fracionada de Curcuma longa L. por Braga (2005).
Essa pesquisadora pré-definiu duas condigdes de operagdo para extrair a oleoresina, retirada

separadamente do 6leo volatil.

O formato da curva de extragdo do 6leo na 1°etapa (Figura IV.22) indica que ap0s
a passagem de 1000 g de CO,, a recuperagdo de 6leo ¢ marginal. Desta maneira o processo
poderia ser otimizado se a 2°ctapa (com CO,+etanol) fosse iniciada a partir de 1000 g, pois
uma maior quantidade de azadiractina seria recolhida nesta etapa. Outras condi¢des de
temperatura e pressdo tanto no 1° como no 2°estagio poderiam ser avaliados para aumentar

a seletividade da azadiractina.

A partir da analise da primeira extracdo fracionada, uma segunda curva fracionada
foi realizada, seguindo os mesmos procedimentos. A Figura IV.24 apresenta a extragdo de
Oleo, com a 1° etapa interrompida em 1000 L de CO, (recuperagdo do 6leo em 82,40%).
Na segunda etapa, com etanol ocorreu novamente uma extracdo complementar do 6leo

(recuperacao do 6leo em 13,51%).
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Figura 1V.24: Segunda curva fracionada. Extragao do 6leo de sementes de nim em duas
etapas: 200 bar, 50°C e CO,-SC puro (1° etapa) e 200 bar, 50°C e CO,-SC + 10% etanol
(m/m) (2° etapa).

A extragdo da azadiractina da segunda curva fracionada (Figura 1IV.25) foi
conduzida também em duas etapas. Inicialmente a extragdo da azadiractina ndo apresentou
estabilizacdo com CO,-SC puro (900 L), com recuperagdo inicial de 7,67% e concentracao
de azadiractina de 0,20% na fase oleosa. Na segunda etapa (CO,+ etanol) etanol, houve um
aumento significativo da extragdo, melhorando a recuperagdo de azadiractina para 16,19%

e concentracdo de azadiractina de 2,69% na fase oleosa.
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Figura 1V.25: Segunda curva fracionada. Extragao de azadiractina de sementes de nim em
duas etapas: 200 bar, 50°C e CO,-SC puro (1° etapa) e 200 bar, 50°C e CO,-SC + 10%
etanol (m/m) (2° etapa).
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IV.9. Inativacio de fungos com FSC

IV.9.1. Contaminacio inicial das sementes de nim

Conforme descrito no Item III.11.1, a contamina¢do inicial das sementes foi
avaliada por dois métodos distintos: Plaqueamento direto com desinfec¢do externa e sem
desinfeccdo para sementes inteiras e através do método de diluicdo para as sementes

moidas de nim.

IV.9.1.1. Plaqueamento direto com e sem desinfec¢io das sementes inteiras

O crescimento dos fungos observado nas placas apds a incubagdo indicou
consideravel contaminagdo das sementes inteiras (com e sem desinfec¢do). A Figura IV.26
apresenta a fotografia de uma placa em meio de cultura DG18, obtida com desinfec¢ao

externa das sementes e a Figura I'V.27, sem desinfeccao.

Figura IV.26: Fotografia de placa contendo colonias de Aspergillus eurotium, Aspergillus
flavus e Aspergillus niger (plaqueameno direto com desinfec¢dao, meio DG18).

Figura IV.27: Fotografia de placa contendo coldnias de fungos diversos (plaqueamento
direto sem desinfec¢do das sementes, meio DG18).
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A Tabela IV.8 apresenta a contamina¢do inicial das sementes encontrada nas
triplicatas de amostras analisadas com desinfec¢do externa das sementes. Em média obteve-
se 58% de contamina¢do dos grdos. No plaqueamento direto sem desinfec¢do, a
contaminagdo inicial atingiu 100% dos graos. Os fungos encontrados estdo listados na

Tabela IV.9.

Tabela IV.8: Contaminacdo inicial das sementes inteiras de nim por fungos (plaqueamento

direto com desinfec¢ao).

Fungo Contagem nas repeticoes
1 2 3
Aspergillus Niger 9 1 7
Aspergillus eurotium 27 23 24
Aspergillus flavus 1 --- -
Aspergillus carbonarius 1 -—- 1
Aspergillus tamarii - - 1
Contaminacao por fungos em geral Média: 58%

Tabela IV.9: Contaminagdo inicial das sementes inteiras de nim, por fungos

(plaqueamento direto sem desinfecc¢ao).

Fungo Contagem
Aspergillus Niger 40
Género eurotium 50
Aspergillus flavus 3
Fungo nao identificado 32
Contaminagao por fungos em geral 100%
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IV.9.1.2. Isolamento de fungos para identificacio e verifica¢do da producao de toxinas

Foram isolados 21 fungos dos ensaios em plaqueamento direto com desinfeccao e
51 fungos dos ensaios sem desinfec¢c@o para a identificagdo e a avaliacdo de uma possivel
producdo de toxina pelas cepas. As etapas realizadas nestes procedimentos estdo descritas

no Item I11.11.2 e na Figura I11.4.

Nos dois métodos de plaqueamento direto da semente foi constatada a presenca de
um fungo de coloragdo marrom e branco pertencente ao grupo nigri, nao identificavel pelas
técnicas de CYA e nem com o preparo de laminas e observagdo ao microscopio. Como

referéncia neste trabalho, a denominagao deste fungo serd Aspergillus x.

1V.9.1.3. Producio de toxinas

Os fungos isolados acima foram testados quanto a producdo de toxinas, através da
técnica de CCD (Cromatografia em Camada Delgada, Apéndice C) e os resultados estdo

apresentados na Tabela I'V.10.

Todos os fungos, exceto o Aspergillus flavus mostraram-se produtores de
ocratoxinas. O Aspergillus flavus produziu aflatoxinas B1 e B2. Nas sementes sem

desinfec¢do, nenhum dos fungos mostrou-se produtor de toxinas.

Tabela I'V.10: Fungos produtores de toxinas (plaqueamento com desinfecg¢ao).

Nomenclatura Micotoxinas
Aspergillus flavus B1 e B2 — Aflatoxina
Aspergillus niger Ocratoxina
Aspergillus niger Ocratoxina
Aspergillus x Ocratoxina
Aspergillus niger Ocratoxina
Aspergillus carbonarius Ocratoxina
Aspergillus carbonarius Ocratoxina
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1V.9.1.4. Sementes moidas

O método de diluicdo das sementes moidas foi aplicado de acordo com os

procedimentos descritos no Item I11.10.3.

O meio de cultura utilizado nestes ensaios, MEA, ¢ indicado para amostras que se
desenvolvem em baixa atividade de agua e como conseqiiéncia somente os fungos que
possuem esta caracteristica se desenvolveram, como, por exemplo, o Aspergillus eurotium.
A presenca deste fungo se sobressaiu em todos os ensaios, tanto no método de
plaqueamento direto com e sem desinfec¢do, quanto na dilui¢do das sementes moidas de

nim.

A recomendagdo para a contagem de fungos e bolores explicita ser preciso
contabilizar placas contendo de 15-150 coldnias. Observando as placas da Figura IV.28,
verifica-se que a diluicdo (-2) deve ser a escolhida para a avaliagdo do nivel de
contaminag¢do. Os valores encontrados em unidades formadoras de colonias por grama de
semente (UFC/g), estdo langados na Tabela IV.11 e confirmam uma alta contaminagado das

sementes.

Tabela IV.11: Colonias de Aspergillus eurotium em sementes moidas de nim referentes a

diluigdo (~2).

Repeticoes 1 2 3
UFC/g 3.9x10°  3,5x10°  3,6x10°
Meédia: 3,66 x10* (UFC/g)

Figura IV.28: Diluigao (-2), (-3), (-4) e (-5) aplicada a sementes moidas de nim. Fungo
Aspergillus eurotium.
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A necessidade de promover uma contaminagao artificial das amostras para facilitar
o monitoramento das inativacdes por FSC foi descartada devido a alta contaminagao

constatada nas sementes de nim.

IV.9.2. Ensaios de inativa¢io por FSC

Os ensaios de inativagdo dos fungos presentes nas sementes de nim seguiram o0s
procedimentos descritos no Item IIL.10.4. A pressdo maxima de 200 bar foi utilizada com
ciclos de pressurizagdo e despressurizagao (AP=100 bar, 7 ciclos) e temperaturas de 40 e
60°C, em um total de em 60 minutos de operagdo. O equipamento descrito no Item IIL.5

(Figura IIIL.1) foi utilizado.

Apds a inativagdo, as amostras contidas no extrator foram colocadas em sacos
plésticos estéreis, tomando-se a precaucao de retirar todo o ar presente no interior da
embalagem. Os sacos plasticos foram deixados em geladeira até a realizagdo das andlises
microbioldgicas no ITAL. O 6leo extraido ao longo da inativagao ndo foi analisado, pois se

priorizou o produto principal, que neste caso era a semente.

1V.9.2.1. Analise microbiologica

As andlises microbiologicas realizadas nas amostras que sofreram inativacdo por
FSC seguiram os mesmos procedimentos descritos no Item II1.10.1, isto ¢ uma avaliacao
da contaminagdo por fungos através do plaqueamento direto, com e sem desinfec¢cdo das
sementes inteiras e o método de diluicdo para as sementes moidas. Todos os fungos

encontrados ja eram conhecidos, ndo sendo necessario proceder a uma nova identificacao.

Nas placas obtidas por plaqueamento direto (com e sem desinfec¢ao), somente foi
constatada a presenca dos fungos Aspergillus eurotium e Aspergillus niger (Figura 1V.29).
Pelo método de dilui¢do, somente foi encontrado o fungo A. eurotium, porém em colonias

menores ¢ mais debilitadas (Figura IV.30).
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(a) (b)

Figura IV.29: Fotografia das placas apds a inativagdo por FSC (Plaqueamento direto). a:
sem desinfec¢do e b: com desinfec¢do das sementes inteiras.

Figura IV.30: Fotografia de placas ap0s as inativagao por FSC de sementes moidas método
da dilui¢do, sementes moidas, 40°C (método da dilui¢do).

A contagem obtida no plaqueamento estd apresentada na Tabela IV.12. Observa-se
que no plaqueamento sem desinfeccdo das sementes houve uma diminui¢do na
contaminagdo por fungos em 80,0% (40°C) e de 74,4% (60°C), em comparagdo &
contaminagdo inicial da semente, assumida 100 %. No plaqueamento com desinfecc¢do,
houve uma diminui¢do na contaminagdo por fungos em 46,7% (40°C) e 54,5% (60°C),
comparando-se estes valores aos da contaminagao inicial das sementes de 58%. Os ensaios
de inativacdo realizados a 40°C alcangaram uma maior redu¢io de fungos, devido a maior
densidade do CO,, nesta condi¢cdo, possibilitando ao solvente um maior poder de
solubilizagdo e assim uma maior penetracao nas células dos fungos, podendo ter causado a

inativacgao através deste mecanismo.
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Tabela IV.12: Contaminacdo das sementes apds inativagdo por FSC em 200 bar (AP 100
bar), nas temperaturas de 40 ¢ 60°C (plaqueamento direto), valores em % de contaminagio

geral por fungos.

Plaqueamento direto 40°C (%) 60°C (%)
Sementes inteiras
Sem desinfecgao 20,02 25,63
Com desinfeccao 11,25 3,51

*
média das triplicatas

Nos dois métodos aplicados as sementes inteiras, verificou-se reducdo apreciavel
da infestacdo de fungos, indicando que a técnica de FSC ¢ eficiente na inativagcdo das
sementes de nim. Uma validagdo estatistica baseada em um planejamento experimental
completo poderd indicar as condigdes 6timas de processo, mas em principio, a temperatura

mostrou ter um efeito muito pequeno.

Os autores Calvo et al. (2007) ndo conseguiram resultados eficientes na inativagao
dos fungos Aspergillus niger ¢ Aspergillus ochraceous existentes na manteiga de cacau
com FSC, tendo utilizado pressdes e temperaturas maiores das que foram utilizadas neste
trabalho. Esses autores constataram que altas pressdes aumentam a extragdo dos

subprodutos, porém ndo conseguiram uma eficiente inativa¢ao dos microorganismos.

O nivel de contaminagdo pelo fungo Aspergillus eurotium utilizando o método de
diluicao estd apresentado na Tabela IV.13. Nao foi observado reducao dos fungos nas
operagdes com FSC a temperatura de 40°C, ocorrendo, inclusive, um aumento na
contaminagdo em comparagdo ao valor inicial (3,66 x10* UFC/g). Este fato pode ser
explicado por procedimentos incorretos na coleta do material processado, promovendo a re-
contaminagdo do material, devido a maiores dificuldades de manuseio das particulas
moidas na alimentacao e retirada do extrator. A alta contaminacao inicial por Aspergillus
eurotium mnas amostras pode também ter favorecido a esporulacdo, aumentando o
crescimento deste fungo no material at¢ o momento da realiza¢do dos ensaios de inativacao
ou no intervalo de tempo para as analises no ITAL. Uma complementagdo destes ensaios

deveria considerar um aumento nos ciclos de pressurizagdo e despressurizagao, pois este
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parametro pode vir a ter influéncia na inativagdo como reportado pelos autores Spilimbergo

et al. (2002).

Tabela IV.13: Concentragdo de Aspergillus eurotium em sementes moidas, inativadas a

200 bar (AP 100 bar), nas temperaturas de 40 ¢ 60°C (método de dilui¢do).

Tratamento 40°C 60°C

UFC/g 6,98 x10* 8,2 x10°

média das triplicatas

Nos ensaios a 60°C, verificou-se uma diminui¢do de 22% da concentragdo de
fungos em comparacdo a contaminacao inicial das sementes moidas. Esta diminuicao pode
ser atribuida & inativacdo dos fungos, devido a maior temperatura de exposi¢ao, mas serao

necessarios mais ensaios para sua confirmagao.

Esses resultados preliminares obtidos, sobretudo com as sementes inteiras,
indicam que essa técnica ¢ promissora para o desenvolvimento de uma tecnologia nao
térmica de inativagdo de fungos que ¢ quimicamente ndo agressiva € que usa pressdes que
podem ser consideradas moderadas em comparagdo 4 inativacdo que usa altas pressdes

(HPT).
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Capitulo V

CONCLUSOES

Esta pesquisa demonstrou ser factivel a extragdo de azadiractina e a inativagdo de

fungos em sementes de nim, usando a tecnologia de fluidos supercriticos. Abaixo estdo

relacionadas algumas conclusoes que deverdo servir de subsidios para a otimiza¢do desses

processos.

Com relacao a extracio:

78

A extracdo da azadiractina e do 6leo contido no nim ¢ mais afetada pela pressdo do

que pela temperatura do processo.

Altas pressdes e baixas temperaturas favoreceram a extrag¢do tanto da azadiractina

como do 6leo de nim.

A solubilidade do 6leo em CO,-SC é muito maior do que a solubilidade da

azadiractina.

Nos ensaios com CO; puro, o dleo e a azadiractina sdo extraidos ao mesmo tempo.
Como a solubilidade do 6leo ¢ alta, ele é esgotado antes. A baixa solubilidade da
azadiractina torna o processo de extragdo muito lento e dispendioso, pois mesmo na
melhor condigdo utilizada (250 bar, 50°C, 1,6 kg CO,/10g de semente) ndo se

alcangou o patamar de estabilizagdo de extracao.

O uso do etanol como co-solvente intensifica a extracdo tanto da azadiractina como
do 6leo, mas também extrai outros componentes (como pigmentos e fosfolipideos)

que contaminam o extrato.

O uso de etanol, como co-solvente aumenta significativamente os niveis de extragao
de azadiractina e as curvas de extragdo apresentam uma tendéncia a uma

estabilizacdo apds a passagem de 2,2 kg CO,/10g de sementes.



Capitulo V: Conclusées

7. O etanol como co-solvente, a 5 ou 10%, uniformiza o processo de extragdo de dleo.
As curvas de extragdo a 200 ou 300 bar ¢ 50 ou 60°C tendem a coincidir € o

esgotamento do 6leo ja ocorre com 0,75 kg CO,/10g de sementes.

8. Um processo de extracdo em duas etapas, a primeira com CO, puro para extrair
preferencialmente o 6leo, seguido de uma extragdo com CO,+ etanol para extrair

preferivelmente a azadiractina produz um extrato rico em azadiractina.

Com relacao a inativacao de fungos:

9. A inativagdo de fungos por Fluidos Supercriticos mostrou resultados preliminares
eficientes na reducdo da contaminacdo por Aspergillus, sobretudo de sementes

inteiras de nim.

10. Na inativagdo de fungos, a temperatura de 40°C mostrou ser mais eficiente do que

60°C.

Recomendacées para trabalhos futuros

Essa pesquisa ndo conseguiu uma separagdo adequada de azadiractina do oleo de nim
e sua purificagdo, um dos objetivos deste trabalho. Esfor¢os futuros nesse sentido deverdo

contemplar os seguintes aspectos:

Com relacao a extracao:

1. Ensaios mais abrangentes de extragdo da azadiractina e do 6leo de nim na tentativa
de encontrar a pressdo de cruzamento e o comportamento retrogrado, necessarios

para otimizar o processo.
2. Re-processamento do 6leo rico em azadiractina obtido na primeira extragao.

3. Modelagem matematica, abordando o modelo de Sovova (1994) para a solubilidade

do 6leo de nim.
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Com relacio a inativacio de fungos:

4. Avaliagao de novas condigdes de temperatura e pressao para aumentar a eficiéncia

da inativa¢do dos fungos encontrados nas sementes de nim.

5. Avaliagdo do uso de co-solventes (4gua, etanol, metanol, por exemplo) e mesmo
alguns componentes com conhecida atividade anti-micotica (como a natamicina), na

eficiéncia de inativagao de fungos.
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Apéndice A

Oleo de nim

A.1. Metodologia de caracterizacdo do 6leo de nim

As andlises para a caracterizagao do 6leo de nim foram realizadas no Laboratério

de Oleos e Gorduras-Faculdade de Engenharia de Alimentos - FEA/ UNICAMP. Foram

caracterizados os 6leos obtidos por trés diferentes processos de extracdo, prensa, FSC e

Soxhlet. Os seguintes pardmetros de caracterizacdo foram considerados:

indice de refraciio: Realizado em refratometro da marca Milton Roy Company

com a temperatura controlada por banho termostatico a 20°C.

Cor: A coloragao do oleo foi medida em escala de cor Lovibond (Lovibons

Tintometer model E), em célula de 1 polegada.

Indice de Saponificacdo: Para esta determinacdo utilizou-se o método
recomendado pela Cd 3a-94 (AOCS, 1997). O indice de saponificagdo indica o peso
molecular médio dos 4cidos graxos contidos na amostra. E definido como a
quantidade de base (KOH) necessaria para saponificar (hidrolise e esterificacao) 1,0

g de oleo.

Indice de Iodo: Estes ensaios foram realizados de acordo com o método Cd-1c-85
(AOCS, 1997). O Indice de Todo é uma medida do grau da insaturagio dos lipideos,

expressa em niimeros de gramas de iodo absorvidos por 100,0 g de dleo.

Indice de Acidez: Utilizou-se o método Cd 3d-63 (AOCS, 1993). O indice de
Acidez ¢ definido com o niimero de mg de NaOH necessarios para neutralizar os
acidos graxos livres presentes em 1,0 g de 6leo ou gordura. A presenga de acidos
graxos livres ou indice de acidez representa a extensdo da hidrélise, quimica, fisica

ou enzimatica dos glicerideos.

indice de Peréxido: Esta anélise seguiu o método Cd 8b-90(1) (AOCS, 1997). Este
indice indica o estado de oxidacdo dos lipideos, sendo um fator muito importante
para definir a deterioragcdo do 6leo, principalmente pela presenca de compostos de

baixa massa molecular provenientes da degradagdo como, por exemplo, aldeidos,
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cetonas, alcoois e hidrocarbonetos que sdo responsaveis pelo sabor e odor

caracteristicos de produtos rangosos (Moretto e Fett, 1998).
e Composicao do 6leo em acidos graxos:

As amostras contendo acidos graxos foram transformadas em ésteres metilicos
através do método Ce 2-66 (AOCS, 1997). Pesou-se aproximadamente 50 mg de amostra
em tubo de ensaio com tampa, juntamente com 4 mL de reagente de saponificacdo. A
mistura foi agitada e aquecida por 5 minutos em banho-maria. A solugdo foi resfriada e em
seguida adicionou-se 5 mL de BF3, e o material foi agitado e aquecido. Apos o resfriamento
adicionou-se 4 mL de solugdo saturada de NaCl e 5 mL de éter de petrdleo e novamente a
mistura foi agitada. O material foi deixado em repouso para ocorrer a separacao das fases.

A fase superior contendo os ésteres metilicos foi injetada no cromatografo gasoso.

As analises foram realizadas em Cromatografo Gasoso Capilar-CGC Agilent 6850
Series GC System, com coluna capilar DB-23 Agilent (50 % cianopropil) —
methilpolisiloxano, com dimensdes de 60 m e diametro interno de 0,25 mm, possuindo 0,25
um de filme. Utilizou-se como gas de arraste o hélio ¢ um volume de amostras injetado de
1,0 uL. Condi¢des de operacao: Fluxo na coluna de 1,00 ml/min; velocidade linear 24
cm/seg, temperatura do detector: 280°C, temperatura do injetor: 250°C, Temperatura do
forno: 110°C por 5 minutos, 110-215°C (5°C/min), 215°C-24 minutos.

A.2. Caracterizacao do 6leo bruto de nim

O oleo de nim utilizado nos ensaios de solubilidade do dleo foi caracterizado no
Laboratorio de Oleos de Gorduras-FEA/UNICAMP e suas propriedades fisico-quimicas
estdo apresentadas na Tabela A1 em comparagdo as analises realizadas por Kumar e

Parmar (1996).

Os valores encontrados das diferentes propriedades do 6leo estdo dentro das faixas

encontradas por Kumar e Parmar (1996).
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Tabela A.1: Caracterizagdo fisico-quimica do 6leo bruto de nim.

Caracteristicas Oleo bruto Kumar e Parmar (1996)

Cor Lovibond 70Y,4,5R Amarelo-oliva marrom

forte e amarelo

indice de Refragdo (20°C) 1,4656 1,4575-1,4675
indice de Iodo (cg de L,/g) 68,8 33,8-192
Indice de Peréxido (meq O»/Kg 6leo) 4,8 -—--
indice de Saponificacio (mg KOH/g de 193,7 130- 257,0
0leo)

indice de Acidez 11,74 2,6- 49,0

% acido Oléico 5,89 -

Y= amarelo, R= vermelho.

A.3. Comparaciao das propriedades fisico-quimicas dos oleos obtidos por prensa,
Soxhlet e FSC

Os 0leos obtidos por prensa, Soxhlet e FSC, foram comparados em relagdo as suas

principais propriedades fisico-quimicas.

O ¢6leo bruto, obtido pelo processo de prensa apresentou uma coloragdo mais
escura do que os demais, devido a presenca de compostos como fosfolipideos que

incorporam-se ao 6leo.

O dleo proveniente da extragdo por Soxhlet possui uma aparéncia amarelada,
devido a solubilizagdo de compostos facilmente extraidos com solventes organicos
(hexano, metanol e etanol) e que afetam a sua qualidade, gerando 6leos que necessitam de
etapas dispendiosas de tratamento assim como tortas residuais com dificil remogdo do

solvente.

Os Oleos extraidos por FSC utilizando CO,-puro apresentaram coloragdo
levemente amarelada. Na extracdo com CO,-SC + etanol ocorreu uma maior extracao dos

pigmentos das sementes de nim e, conseqiientemente, dos fosfolipideos que ficam mais
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soluveis nesta nova mistura, resultando em amostras de coloragdo fortemente amareladas ¢

com maiores concentragdes de compostos indesejaveis.

As amostras de o6leo bruto, de FSC e Soxhlet foram analisadas por CG, para

obtencdo da composicao em acidos graxos.

As Figuras A1, A2, A3, A4 ¢ A.5, apresentam os cromatogramas obtidos com as

diferentes amostras.

FID1 A, (CAGABROSVIDABRONS 0)

a0
a0
70
a0

s0

=0

20

4522
25647

z

E
16,862
0887
Fz

43.278

Figura A.1:Cromatograma do 6leo obtido por FSC a 150 bar, 50°C, apds a passagem de
200g de CO,-puro.
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Figura A.2: Cromatograma do 6leo obtido por FSC a 250 bar, 50°C, apds a passagem de
200g de CO,-puro.
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Figura A.3: Cromatograma do 6leo obtido por FSC a 200 bar, 50°C, ap0s a passagem de
200g de CO,-puro.
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Figura A.4: Cromatograma do 6leo obtido por Soxhlet com solvente hexano.
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Figura A.5: Cromatograma do 6leo obtido por prensa (6leo bruto).

A Tabela A.2 apresenta a composi¢do em acidos graxos obtida em cada um dos
Oleos. Verifica-se nao haver diferenca significativa na quantidade de acidos graxos
presentes nos diferentes 6leos. Somente nas amostras de FSC nota-se a presenga de
compostos trans (em pequenas quantidades), porém como este 6leo ndo possui finalidade

alimenticia, este fato ndo ¢ levado em consideracao.
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Apéndice A
Tabela A.2: Composicdo em acidos graxos das amostras de 6leo de nim obtidos por

diferentes métodos (%).

Acidos graxos Oleo Soxhlet 150 bar, 200 bar, 250 bar,
Bruto' (hexano)’ 50°C’ 50°C” 50°C”
Saturados
Laurico (C 12:0) 0,05 0,05 0,05 0,06 0,03
Miristico (C 14:0) 0,09 0,06 0,08 0,07 0,05
Palmitico (C 16:0) 18,22 18,52 23,94 18,94 18,09
Margérico (C 17:0) 0,14 0,15 0,18 0,16 0,15
Estearico (C 18:0) 18,46 19,54 20,25 20,06 19,72
Araquidico (C 20:0) 1,48 1,40 0,93 1,35 1,44
Behénico (C 22:0) 0,27 0,25 0,10 0,22 0,25
Lignocérico (C 24:0) 0,18 0,16 0,05 0,14 0,16
Insaturados
Palmitoleico (C 16:1) 0,12 0,14 0,15 0,16 0,15
C 18:1 trans 0,17 0,14 0,16 0,07 0,08
Oléico (C 18:1) 41,88 40,08 38,69 39,11 40,06
C 18:2 trans - - 0,11 0,07 0,07
Linoléico (C 18:2) 18,13 18,57 14,76 18,78 18,92
Linolénico (C 18:3) 0,49 0,66 0,42 0,66 0,66
C 20:1 0,09 0,08 0,05 0,08 0,08

* Valores médios de amostras em duplicata.

A determinac¢do dos Indices de iodo, Indice de saponificagdo, Indice de perdxido e
Indice de acidez foi realizada nas mesmas amostras, para efeito de comparacdo entre elas e

estdo apresentadas na Tabela A.3.
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Tabela A.3: Indice de saponificagdo, indice de iodo e acidez das amostras de 6leo.

Amostras Indice de Indice de Indice Indice
Iodo Saponificacao de Peroxido de Acidez
(cg de I,/g) (mg KOH/g) (meq O,/Kg dleo)
150 bar, 50°C 60,2 1949 - 67,9
200 bar, 50°C 68,2 1937 e 60,9
250 bar, 50°C 69,1 1935 e 54,0
Soxhlet 68,6 193,7 490 -
(hexano)
Prensa 68.8 193,7 4,8 2,5

Através dos dados da Tabela A.3, pode-se observar um alto valor de indice de
iodo nas amostras de Oleo, independentemente do método de extra¢do, indicando um
grande numero de insaturagdes, o que ¢ confirmado pela presenca dos acidos graxos

insaturados na Tabela A.2.

O alto indice de saponificagdo encontrado para as amostras analisadas, indica que,
em principio, (sem analisar os outros parametros), estes 6leos poderiam ser utilizados para

fins alimentares, de acordo com Moretto e Fett (1998).

O indice de perdxido para o 6leo esta dentro dos limites estabelecidos pela
ANVISA (Resolugdo n°® 482, para 6leos e gorduras, 1999), porém nenhum valor foi pré-

estabelecido para o 6leo de nim.

Um fator que ¢ utilizado como pardmetro de qualidade do 6leo é a presenca de
fosfolipideos e glicolipideos presentes nos 6leos. Os Oleos extraidos com solvente possuem
uma porcentagem maior destes compostos em relacdo aos 6leos obtidos com CO,-SC, ja

que estes componentes sao pouco soluveis no CO,-SC.

De um modo geral, pode-se observar na Tabela A.3, que ndo ha diferenga

significativa entre os 0leos, comparando-se todos os parametros analisados.
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Apéndice B

B. Quantifica¢ao da azadiractina

A quantificacdo do limonoide azadiractina foi realizada de acordo com as
propostas apresentadas no Item III.10, onde a metodologia de Kaushik (2002) foi
abordada. A curva de Calibragao foi elaborada com as concentragdes do padrao variando de

0,001 pg/ulL a 1,5 pg/ul.

A Figura B.1, apresenta o cromatograma do padrio de azadiractina na
concentragdo de 0,005 pg/puL. As Figuras B.2 e B.3, apresentam as separacdes de
azadiractina do extrato etandlico obtido por FSC das sementes de nim, com a utilizagdo de

co-solvente etanol.
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Figura B.1: Padrio de azadiractina na concentragao de 0,005 pg/uL (217 nm, Fm: ACM:

4gua (40:60)).
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Figura B.2: Cromatograma de extragdo com CO,-SC + etanol da azadiractina, com a

passagem de 1000 g de CO; (Tr: 4,776)
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Figura B.3: 1600 g de CO, (Tr: 4,738).
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Apéndice C
C. Analises Microbiolégicas

As andlises microbiologicas das sementes de nim antes € apos as inativagdoes dos
fungos em FSC, foram realizadas no ITAL, de acordo com metodologia apresentada no

Item III.11.1.

Neste trabalho todos os meios de culturas utilizados nas etapas de crescimento,
identificacdo e producdo de toxinas, sdo apresentados abaixo, juntamente com as suas

constituigoes.

1. Dichloran 18 % Glicerol Agar (DG18)

Composicao Quantidades

Glicose 10g
Peptona S5¢g
KH,PO4 lg
MgS0,4.7H,0 0,5¢g
Glicerol, A.R. 220 g
Agar I5g
Dichloran (0,2% v/v em etanol 1 mL) 2 mg
Cloranfenicol 100 mg
Agua destilada 1L

* Esterilizar em autoclave por 15 minutos, a 121°C. pH final 5,5 a 5,8.
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2. Agar Czapek extrato de levedura (CYA)

Composicao Quantidades

K,HPO,4 lg
Czapek concentrado 10 mL
Solu¢do com tragos de metais 1 mL
Extrato de leveduras concentrado S5¢g
Sucrose 30g
Agar I5g
Agua destilada 1L

* Esterilizar em autoclave por 15 minutos, a 121°C. pH final 6,7.

3. Czapek concentrado

Composiciao Quantidades
NaNO; 30g
KCl 5¢g
MgSO4. TH,O 5¢g
FeSO4. 7TH,0 0,1g
Agua destilada 100 mL

4. Meio de cultura: Agar de extrato de malte (MEA)

Composicao Quantidades
Extrato de malta, concentrado 20g
Peptona lg
Glicose 20g
Agar 20g
Agua destilada 1L

* Esterilizar em autoclave por 15 minutos, a 121°C. pH final 5,6.
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Apéndice C
C.1. Avaliaciao da producio de toxinas (CCD)
e CCD- H plug

Esta técnica tem como objetivo avaliar a presenca de toxinas produzidas por
fungos, sendo, portanto apenas de carater qualitativo. Todos os fungos que foram isolados

nas etapas anteriores foram analisados por este método.

Metodologia:

Cortou-se em cada placa de petri contendo o fungo um quadrado de 0,5 por 0,5
cm, depois foi retirado da placa e colocado em contato com algumas gotas de uma solugao
Cloroformio: metanol (1:1), para a extracdo das toxinas presentes. ApOs esta etapa, este
material foi depositado em placa de silica gel 60, nas propor¢des 20 x 20 cm, da marca
Merck (25TLC Aluminium Sheets). Esta placa contendo todas as amostras juntamente com
padroes de aflatoxina (20 puL) e ocratoxina (10 pL) foi adicionada a uma cuba de vidro com
a solugdo: tolueno, acetato de etila, acido formico e cloroféormio (nas proporgdes 7: 5: 2: 5).
Apos a corrida ter terminado, a placa ¢ retirada da cuba, deixada secar, para posterior
comparagdo das amostras com os padrdes de toxinas em camara com luz ultravioleta no

comprimento de onda de 365 nm.
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