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RESUMO

Os produtos naturais t€ém surgido como alternativa para minimizar os impactos ambientais
causados pelo uso inadequado dos agroquimicos e o 6leo de nim (Azadirachta indica) tem
demonstrado potencial efeito bioherbicida por meio da alelopatia. Na obtencdo de dleos
vegetais, a extracdo por solventes organicos € a mais utilizada, devido ao bom desempenho
na retirada do material lipidico. Diante disso, objetivou-se otimizar o processo de extragao,
caracterizar o 6leo da semente de nim, e avaliar o seu efeito alelopdtico em sementes de mata-
pasto. Foi avaliado parametros uteis que determinam o estado do 6leo, anélise do seu perfil
graxo e da aplicacdo em sementes de mata-pasto (Senna occidentalis) a fim de analisar o efeito
alelopdtico na porcentagem de germinacdo (%G), no indice de velocidade de germinacdo
(IVG), porcentagem de inibi¢do na germinacdo (%IG), comprimento radicular (CR) e
hipocétilo (CH). O experimento foi conduzido no Centro de Ciéncias Agrarias e Ambientais
- CCAA, da Universidade Federal do Maranhdao-UFMA, em Chapadinha- MA, com
delineamento experimental inteiramente casualizado em esquema fatorial para as duas etapas
experimentais. O experimento I consistiu em 6x4, sendo seis tempos de extracdo (2, 4, 6, 8,
10 e 12h) e quatro solventes (H=hexano, HM=hexano+metanol, Et=etanol e
HEt=hexano+etanol), totalizando 24 tratamentos e 3 repeticdoes. O experimento II consistiu
em 4x4, referente ao 6leo de nim extraido pelos quatro solventes citados acima e quatro
concentracoes de extratos de dleo (0, 2, 3 e 4%), totalizando 16 tratamentos e 4 repeticoes.
Através dos resultados observou-se que o solvente H apresentou maior rendimento, com
destaque para 43,4% de 6leo em apenas 4 horas de extragdo, em comparacdo com as médias
dos demais solventes. Os solventes ndo alteraram as propriedades fisico-quimicas do 6leo,
que € rico em 4cido palmitico e oléico. Houve efeito significativo somente para o CR e CH
das plantulas. Conclui-se que o hexano € um solvente eficiente para extracao do 6leo de nim,
o qual apresenta potencial efeito alelopatico, sendo uma alternativa de herbicida natural no
controle de mata-pasto.

PALAVRAS-CHAVE: Azadirachta indica, 6leo vegetal, bioherbicida, planta daninha,

Senna occidentalis.



ABSTRACT

Natural products have emerged as an alternative to minimize environmental impacts caused
by improper use of agrochemicals and neem oil (Azadirachta indica) has shown potential
bioherbicidal effect through allelopathy. In obtaining vegetable oils, extraction by organic
solvents is the most used, due to the good performance in the removal of lipid material. Thus,
the objective was to optimize the extraction process, to characterize neem seed oil, and to
evaluate its allelopathic effect on pasture seeds. Useful parameters that determine the state of
the oil, the analysis of its fatty profile and application to seeds of pasture (Senna occidentalis)
were evaluated in order to analyze the allelopathic effect on germination percentage (% G),
on the speed index of germination (IVG), percentage of germination inhibition (% GI), root
length (CR) and hypocotyl (CH). The experiment was conducted at the Center for Agricultural
and Environmental Sciences - CCAA, Federal University of Maranhdao-UFMA, Chapadinha-
MA, with a completely randomized experimental design in factorial scheme for the two
experimental steps. Experiment I consisted of 6x4, six extraction times (2, 4, 6, 8, 10 and 12h)
and four solvents (H = hexane, HM = hexane + methanol, Et = ethanol and HEt = hexane +
ethanol). totaling 24 treatments and 3 repetitions. Experiment II consisted of 4x4, referring to
neem oil extracted by the four solvents mentioned above and four concentrations of oil
extracts (0, 2, 3 and 4%), totaling 16 treatments and 4 repetitions. Through the results it was
observed that the solvent H presented higher yield, highlighting 43.4% of oil in only 4 hours
of extraction, compared to the average of the other solvents. The solvents did not alter the
physicochemical properties of the oil, which is rich in palmitic and oleic acid. There was
significant effect only for seedling CR and CH. It is concluded that hexane is an efficient
solvent for neem oil extraction, which has potential allelopathic effect, being a natural
herbicide alternative in the control of pasture.

KEYWORDS: Azadirachta indica, vegetable oil, bioherbicide, weed, Senna occidentalis.
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1. INTRODUCAO

O principal meio para a protecdo das lavouras no controle de pragas, doencas e plantas
invasoras sdo os agroquimicos, sendo o Brasil uma das maiores poténcias agricolas do mundo
que mais faz uso desses produtos, destacando mais de 50% do consumo ao emprego de
herbicidas. No entanto, a eficiéncia desses defensores € limitada quando € retratado a
degradacdo ambiental. Devido a capacidade de dispers@o no ambiente, a acdo desses produtos
afeta ndo somente os solos, a 4gua, os animais como compromete também a saide do homem
(MOSSINT et al., 2005; TREVISAN et al., 2011; MASCARENHA et al., 2013).

Diante desses impactos ocorre a busca de rotas alternativas que sejam seguras a saide
humana e ao meio ambiente. Uma das mais eficientes estratégias consiste no uso de compostos
bioativos encontrados nas plantas. Esses metabdlitos secundérios, denominados aleloquimicos,
quando liberados pelos vegetais para o meio ambiente, possuem a capacidade de causar efeito
fitotoxico, causando estimulo ou inibi¢do no desenvolvimento de outras plantas, mecanismo
este conhecido como alelopatia (DAYAN et al., 2009; NOGUEIRA et al., 2015).

Os produtos extraidos de plantas t€ém ganhado lugar no mercado por serem
considerados ecologicamente corretos, uma vez que seu uso apresenta como vantagem a
minimizacao dos impactos ambientais quando comparados aos agroquimicos sintéticos.

Rica em vérios compostos quimicos com atividade bioldgica e fonte promissora de
produtos organicos, a espécie Nim indiano (Azadirachta indica), é conhecida popularmente
como “drvore da vida” devido aos seus multiplos usos. Na agricultura, por exemplo, os seus
extratos sdo utilizados em maior énfase como bioinseticida, devido a presenca de azadiractina,
composto que causa repeléncia nos insetos (SOARES et al.,1996). Além disso, o d6leo dessa
planta tem demonstrado seu potencial efeito como herbicida natural. Souza Filho et al. (2009)
e Garcia Neto (2013) comprovaram, que o nim impediu o desenvolvimento das espécies malicia
(Mimosa pudica) e mata-pasto (Senna obtusifolia) nas mais baixas concentracdes de aplicacao.

Apesar do efeito positivo de inibi¢do proveniente do nim, poucos sdo os trabalhos visto
na literatura que visam a aplica¢do, mais precisamente do 6leo como bioherbicida.

Para a obtencdo de 6leos vegetais sdo utilizados inimeros métodos de extracdo que
geralmente consistem em procedimentos extensos, porém com baixo rendimento e degradacdo
dos compostos do 6leo. Desta forma, € necessdrio a realizacao de estudos que possam otimizar
os parametros do processo, visando uma extracdo vidvel e eficiente, obtendo qualidade e

quantidade méaxima de dleo.
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O método de extracdo por solventes organicos tem tido um destaque por ser o mais
utilizado, pois apresenta como vantagem o bom rendimento do material lipidico. Além disso,
esse procedimento é recomendado devido a sua metodologia simples, podendo ser utilizado
tanto em amostras de origem vegetal como de origem animal, fornecendo os varios compostos
bioativos no produto extraido (FILIPPIS, 2001; BRUM et al., 2009; PEREIRA et al., 2015;
MONTEIRO et al., 2017).

Tendo em vista a eficiéncia do seu uso, os bioherbicidas tem grande potencial para ser
utilizado no Brasil, pois sdo uma alternativa para que ocorra a minimizagdo dos prejuizos
causados ao ambiente ao uso de agroquimicos. Além disso, o controle de plantas daninhas por
meio da alelopatia sdo altamente biodegradédveis, evitando qualquer residuo téxico, nos

sistemas de cultivos agricolas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Otimizar o processo de extragdo, caracterizar o 6leo da semente de nim e avaliar o seu

efeito alelopéatico sob diferentes concentracdes em sementes de mata-pasto.

2.2.  Objetivos especificos

Determinar o melhor solvente € o menor tempo de extracdo visando a eficiéncia no

rendimento do 6leo de nim;
Verificar os parametros fisico-quimicos do 6leo e sua composi¢ao de dcidos graxos;

Avaliar o efeito alelopdtico de diferentes concentracdes do 6leo de nim sobre a

germinagdo e crescimento inicial do mata-pasto em condi¢des de laboratdrio.
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3. REVISAO DE LITERATURA
3.1.  Aspectos gerais do Nim indiano

Introduzida no Brasil em 1986 pelo Instituto Agrondmico do Parana (IAPAR), o nim
(Azadirachta indica A. Juss) ou amargosa, pode ser encontrado em todo o pais. Pertence a
familia Meliaceae e origindria do sul da India, onde é bastante cultivada. E atrativa e de
crescimento rdpido, podendo atingir 20 metros de altura. Possui raiz pivotante, tronco marrom-
avermelhado, resistente e de alta qualidade. Apresenta bastante ramificacdes, com folhas
compostas de cor verde escuro e flores brancas, reunidas em inflorescéncias. O fruto é tipo baga
ovalada de cor amarelada quando apresenta maturagdo e apresenta potencial oleaginoso rico em
varios compostos bioativos (NEVES et al., 2003; VILELA, 2008).

De clima tropical, essa espécie € de grande ocorréncia no nordeste brasileiro. A
producdo de fruto pode chegar a 10 kg de sementes/planta. Cada kg equivale aproximadamente
3000 sementes, producgdo estimada para 2 anos apds o plantio. Apds 10 anos torna-se altamente
produtiva, podendo produzir 50 kg de frutos/ano (MARTINEZ, 2002; NEVES et al., 2003).

Os subprodutos do nim, como folhas e frutos, podem ser utilizados para diversos fins,
a saber, para a medicina humana, veterindria e na industria de cosméticos. Na agricultura podem
ser utilizados como fertilizante, inseticida, na producdo de biomassa, em reflorestamento e
sistemas agroflorestais. Na regido Nordeste, a drvore do nim faz parte do bioma caatinga, onde
fornece madeira e frutos em escala industrial. O 6leo das sementes € o principal produto
comercializado, o que pode estar atribuido a variedade dos compostos quimicos existentes no
material. Alguns autores comprovam a presenca de mais de 10 tetranotriterpendides, compostos

de principios ativos presentes no 6leo (SOARES et al.,1996; MOZINI, 2008).

3.2. Otimizacao de parametros na extracio

H4 uma crescente busca por métodos vidveis para a obtencdo de 6leo vegetal, visando
bom rendimento de 6leo. O método de extracdo por meio de solventes organicos € recomendado
para uso em amostras de origem vegetal e animal, devido ao bom rendimento, metodologia
simples e extracdo de vdarios compostos bioativos. Estudos avaliando alguns parametros,
demonstram respostas significativas no desempenho do processo extrativo (ROMERO et al.,

2005; BRUM et al., 2009; PEREIRA et al., 2015; AWOLU et al., 2013).
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Durante a extragdo ocorre um gradiente de concentracdo entre o solvente e o soluto.
O periodo em que o material € exposto ao solvente ocorre a transferéncia do 6leo até que haja
um equilibrio no gradiente e todo o material lipidico capaz de ser arrastado pelo solvente ja se
encontre nele (FIGUEIREDO et al., 2015; RODRIGUES, 2017). Isso mostra que o tempo € o
solvente sdo fatores preponderantes que estdo ligados a eficiéncia da extragao.

Os solventes organicos hexano e etanol utilizados por Tesfaye et al. (2017), na
extra¢do do 6leo de nim, proporcionaram 60% de 6leo extraido, uma boa quantidade quando
comparado a outros métodos, como por exemplo a extragdo por prensagem mecanica. Os
mesmos autores relatam que a mistura de solventes e sua consorciacio com o periodo de
extracdo ocasionou valores iguais ao uso de apenas um solvente, o que torna uma alternativa
eficaz quanto a custos na extracao de 6leo. Além disso, através dos resultados de Ayoola et al
(2014), € comprovado que a eficiéncia de alguns solventes muitas vezes encontra-se limitado

pelo periodo que o mesmo € submetido.

3.3. Efeito alelopatico do 6leo de Nim indiano

Por meio da producdo dos aleloquimicos liberados de algumas partes de plantas é
possivel realizar o controle de plantas daninhas. Este fendbmeno é conhecido como alelopatia.
Este termo vem de origem grega das palavras “allélon” que significa mituos e “pathos” que
significa prejuizo. Molisch pesquisador alem@o que criou essa expressdo definiu como o
mecanismo de substancias quimicas dos vegetais liberadas para o meio ambiente, que inibe ou
estabelece o desenvolvimento de outras plantas ou at€é mesmo seu proprio desenvolvimento
(SANTOS, 2012; CHON et al., 2006).

Este mecanismo por meio do uso dos produtos organicos visa menor toxicidade e
rapida degradacgdo, tornando eficiente para a agricultura, ndo desenvolvendo riscos a satde
humana e animal e que tragam resultados promissores no controle de plantas daninhas.

De acordo com o trabalho realizado por Souza Filho et al. (2009), foi comprovado que
as substancias aleloquimicas presentes no 6leo de nim impediram o desenvolvimento das
sementes da espécie malicia (Mimosa pudica) e de mata-pasto (Senna obtusifolia), sob
aplicacdo de diferentes concentracdes do 6leo. Os mesmos autores relatam o efeito inibitorio
foi maior principalmente nas raizes e parte aérea das plantulas. Este efeito também foi
observado nos resultados de Garcia Neto (2013) que apresentou a eficiéncia do nim no controle

de cinco espécies de plantas daninhas: capim-carrapicho (Cenchrus echinatus L.), picao-preto
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(Bidens pilosa), fedegoso (Senna occidentalis L.), jureminha (Desmanthus virgatus) e
Mucambé (Cleome spinosa), inibindo potencialmente o crescimento delas nas mais baixas

concentracoes de aplicagio.

3.4. Planta daninha

Segundo Silva et al. (2007), é considerado planta daninha, toda espécie que direta ou
indiretamente interfira no desempenho de culturas de interesse econdomico, dificultando no seu
manejo, podem ser alojamento de patdgenos, além da competitividade por dgua, luz e nutrientes
do solo. Esses problemas afetam a qualidade do produto e consequentemente na producdo. O
mesmo autor relata que de todo gasto que um produtor possa ter em sua propriedade 30% ¢é
somente na compra de agroquimicos para o controle de plantas daninhas.

Estas plantas sdo resistentes a pragas e doengas, atingem rapidamente a maturacgdo,
possuem grande dispersdo e alta capacidade de adaptacdo em diversos lugares. Garantem sua
perpetuagdo por meio da dorméncia e germinagdo escalonada de grande nimero de sementes,
o que dificulta no controle. Outras, no entanto, possuem sua multiplicacdo por enraizamento ou
por outras partes vegetativas, como tubérculos, rizomas e bulbos (EMBRAPA, 2017).

A espécie Senna occidentalis conhecida como mata-pasto e fedegoso, € uma planta
daninha de ciclo anual, arbustiva, ramificada que pode chegar aproximadamente 2 metros de
altura. Seu meio de propagacdo € exclusivamente por sementes. Estd entre as 10 espécies de
maior preocupagdo agronOmica, devido a sua fécil dispersdo, resisténcia e alta toxidez das
sementes aos animais. E encontrada com frequéncia no Brasil, em grande ocorréncia nas dreas
de culturas anuais e perenes e principalmente em pastagens, com dificil controle de forma

tradicional (LORENZI, 2008; LOMBARDO et al., 2009; TAKEUTI et al., 2011).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Localizacao do experimento

O trabalho foi realizado em duas etapas experimentais. O experimento 1 (Exp. I)
constituiu-se do processo de extracdo do 6leo e o experimento II (Exp. II) na aplicacdo dos
extratos do 6leo em sementes de mata-pasto. Foram conduzidos respectivamente no
Laboratério de Andlises Quimicas (LAQ) e no Laboratério de Ecologia, ambos situados no
Centro de Ciéncias Agrdrias e Ambientais da Universidade Federal do Maranhdo, Campus
Universitdrio de Chapadinha — MA, que estd localizado na Br 222 — KM 06, S/N — Boa Vista —
CEP 65500 00, com coordenadas 03°44°28,7”S e 43°18°46”W ¢ altitude de 107 m. Foram
realizados entre outubro de 2018 e julho de 2019.

4.2. Delineamento experimental

O delineamento experimental foi inteiramente casualizado em esquema fatorial para
as duas etapas experimentais. O Exp. I consistiu em 6x4, sendo seis tempos (2, 4, 6, 8, 10, 12h)
e quatro solventes (hexano, hexano+metanol, etanol, hexano+etanol), totalizando 24
tratamentos e 3 repeticdes. Ja4 o Exp. II consistiu em 4x4, referente ao 6leo de nim extraido
pelos quatro solventes citados acima e quatro concentragdes de extratos de 6leo (0, 2, 3 e 4%),

totalizando 16 tratamentos e 4 repeticoes.

4.3. Coleta e beneficiamento do material vegetativo para extracao do 6leo e bioensaios

O material vegetativo utilizado para a obtencdo do 6leo foram frutos maduros de
matrizes de Nim indiano (Azadirachta indica), localizados préximo ao Campus da
Universidade, com mais ou menos 5 metros de altura, que ndo apresentavam interferéncia em
aplicacdo de fertilizantes, melhoramento genético ou qualquer outro manejo ou trato cultural
que alterasse suas caracteristicas originais.

Coletados manualmente, os frutos foram levados ao laboratério para a retirada de toda
a impureza através da lavagem. Em seguida, os mesmos foram despolpados e suas sementes

colocadas em sacos de papel para secagem por um periodo de 72 horas em estufa de circulacao
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de ar forcado na temperatura constante de 60° C. Apds isso, as sementes foram trituradas e
peneiradas com auxilio de um processador e peneira doméstica.

J4 para o bioensaio de germinacdo e desenvolvimento de plantulas, foram utilizadas
sementes de mata-pasto (Senna occidentalis). Estas também foram colhidas de forma manual
quando maduras, apresentando boa qualidade. Apds coletadas, as sementes foram levadas ao
laboratdrio para a limpeza e classificagdo das melhores. Como método quimico para superagdao
de dorméncia as sementes foram imersas durante 2 minutos em acido sulfirico (SOUZA
FILHO, 1996). Passado esse periodo as sementes foram lavadas em dgua corrente para retirar

todo o excesso do 4cido, foram secas e armazenadas para a montagem do bioensaio.

4.4. Extracao do d6leo de nim

Para extracdo do dleo foi utilizado o extrator tipo Soxhlet, que consiste na exposi¢ao
da amostra com o solvente aquecido sob refluxo continuo, transferindo o 6leo para o solvente
(WU, 2011). No processo, o solvente que inicialmente se encontra nos baldes volumétricos,
que estdo alocados sob uma chapa aquecedora na parte inferior do aparelho, sobe na forma de
vapor até os condensadores, onde se liquefaz. Em seguida € transferido, para o compartimento
onde se encontra o material a ser extraido. Ao atingir o nivel do tubo lateral desse reservatorio,
o solvente arrasta o 6leo e € liberado novamente para o baldo. Este processo se repete durante
todo o periodo de funcionamento.

Para isso foram preparados cartuchos, feitos de papel filtro qualitativo contendo 5 g da
amostra das sementes. Os cartuchos foram levados ao extrator e acoplado ao aparelho para dar
inicio a extracdo. Nos baldes volumétricos, previamente pesados que permaneceram sobre a
chapa quente, foi colocado 150 ml de cada solvente.

Ap6s a extracdo os baldes com a mistura solvente/6leo foram levados ao evaporador
rotativo de marca Fisatom e modelo 802 para a recuperacdo e separacio do solvente e do dleo
obtido, que foi quantificado por meio da pesagem, para o calculo de rendimento (Equacao 1).
O ¢6leo foi acondicionado em recipientes de vidro e armazenados sob temperatura de

refrigeracdo até a sua utilizacao.

OE
R(%) = m x 100

Equacao 1. Cilculo do rendimento do 6leo de nim

Onde:
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R(%)= rendimento;
OE= ¢6leo extraido (g)

MA= massa da amostra (g)

4.5. Caracterizacao fisico-quimica do 6leo de nim

Ap6s a extracdo do 6leo, foi realizada a caracterizacio fisico-quimica para avaliagdao
dos seguintes parametros: densidade (D), indice de acidez (IA), indice de iodo (II), indice de
saponificagdo (IS) indice de éster (IE), peso molecular (PM) e porcentagem de acidos graxos
livres (%AGL). As andlises foram realizadas baseadas nas metodologias descritas pelo Instituto

Adolf Lutz (2008), Moretto e Alves (1986) e Almeida (2010).

4.5.1. Densidade (D)

A densidade do 6leo foi determinada a temperatura ambiente (25° C) através da relacdo
peso e volume. Em um baldo volumétrico de 5 mL o 6leo foi colocado até o menisco e em

seguida pesado em balanca analitica digital.

Célculo:
p
D==
(%
Equacio 2. Célculo da densidade
Onde:

D= densidade;
P= peso da amostra no balao (g);

V= volume do baldo (mL);

4.5.2. Indice de Acidez (IA)

O indice de acidez € definido como a quantidade em gramas de hidréxido de potassio
necessario para a neutralizacdo dos dcidos graxos presentes no 6leo. O procedimento consiste
em pesar 2 g da amostra do 6leo em um erlenmeyer de 125 mL, adicionar 25 mL da solugdo
preparada de éter-dlcool (2:1) mais 2 gotas do indicador fenolftaleina a 1% e titular com a

solucdo hidroxido de s6dio (NaOH) 0,1M previamente preparada e padronizada, até que ocorra
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a mudanga da coloracdo incolor para cor rdsea, persistindo por 30 segundos. Com o volume
gasto da titulagdo anotado foi determinado o cdlculo do indice de acidez.

Calculo:

v*f*561
P

Equacao 3. Calculo do indice de acidez

IA =

Onde:

IA= indice de acidez (mg kOH/g);

V= volume gasto da solu¢do de NaOH 0,1 M na titulagdo (mL);
F= fator corre¢do da solu¢dao de NaOH;

P= peso da amostra (g).

4.5.3. Indice de iodo pelo método de Wijs (II)

Essa andlise consiste na determinacdo do grau de insaturagdo do 6leo, considerando
que o iodo reage diretamente com as duplas ligacdes presentes nele. Verifica-se entdo que
quanto maior a quantidade de dupla ligacdo no 6leo, maior serd o valor do indice de iodo.

Para isso foi pesado 0,25 g de 6leo em um frasco de erlenmeyer de 250 mL e
adicionado 10 mL de tetracloreto de carbono (CCls) e 25 mL de solucdo de Wijs. Essa solucao
foi mantida em repouso e ao abrigo da luz por 30 minutos. Passado esse periodo foi adicionado
10 mL de iodeto de potéssio (KI) e 100 mL de dgua destilada na amostra e em seguida foi
titulada com tiossulfato de so6dio (Na2S203) 0,1 N até a solucdo apresentar uma coloragdo
amarelada. Logo apds adicionou-se 2 mL da solugdo indicadora de amido (1%) e prosseguiu-

se com a titulagdo até o desaparecimento da colora¢do azul da solugao.

Clculo:
V —=V)x fx 1,27
ol )
P
Equacio 4. Célculo do indice de iodo
Onde:

I1= Indice de iodo (I/100g)

V’=volume do tiossulfato de sédio (0,1 N) gasto na titulagdo do branco (mL);
V=volume do tiossulfato de sédio gasto na titulacdo da amostra (mL);

F= fator da soluc¢do do tiossulfato de sddio (0,1 N);

P= peso da amostra (g);
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4.5.4. Indice de saponificagdo (IS)

Através do indice de saponificacdo é determinada a quantidade de dcidos graxos de
alto e baixo peso molecular que compdem o Sleo. Cerca de 2 gramas do 6leo foram colocados
em um erlenmeyer de 250 mL e acrescentado 20 mL da solu¢do de hidréxido de potassio (KOH)
a 4%. A amostra foi levada ao refluxo adaptada em banho-maria, aquecida a 80° C por um
periodo de 30 minutos. Apés esperar a amostra resfriar esta foi titulada com 4cido cloridrico

(HCI) a 0,5N, utilizando-se como indicador a fenolftaleina a 1%.

Calculo:
(Eq—q)*V*C+F
IS =
m
Equacio 5. Célculo do indice de saponificacao
Onde:

IS= indice de saponificacio (g KOH/100 g);

Eq — g= peso molecular do KOH;

V= volume do HCI gasto na titulagdo do branco menos o volume gasto do HCI na titulagdo da
amostra;

C= concentracdo do HCI;

F= fator de correcao do HCI;

M= massa da amostra.

4.5.5. Porcentagem de acido graxos livres (%AGL)

A determinacdo da porcentagem de 4cidos graxos livres presente no 6leo € expressa

em acido oleico e para isso foi dividido o valor do indice de acidez encontrado por 1,99.

4.5.6. Indice de éster (IE)

Obtida através dos valores do indice de acidez e indice de saponificacdo, o indice de
éster € definido como a quantidade de KOH em miligramas requeridos na saponificagdo de um
grama da amostra, menos o valor gasto utilizado para a neutralizacdo dos dcidos graxos. Para o
calculo desse indice foi utilizado a seguinte equacao:

Calculo:
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IE =15 - 1A
Equacao 6. Cilculo do indice de éster

Onde:
IE= indice de éster;
IS= indice de saponificacao;

TA= indice de acidez;

4.5.7. Peso molecular (PM)

O peso médio molecular do 6leo de nim foi calculado de acordo com a metodologia
descrita por Almeida (2010). Apds a obten¢do do valor do indice de saponificagcdo no 6leo, foi

determinado o peso molecular pela seguinte equacao:

Cilculo:
168000
IS
Equacao 7. Célculo do peso médio molecular
Onde:

PM-= peso médio molecular;
IS= Indice de saponificagio;

168000= valor constante para peso molecular de dleos.

4.6. Caracterizacao do perfil de acidos graxos

A andlise do perfil de 4cidos graxos do 6leo foi realizada por cromatografia gasosa
(CG). Para isso, foi realizado a esterificacdo das amostras antes da leitura no cromatdgrafo. A
esterificacdo foi realizada por um processo adaptado da metodologia de Hartman e Lago (1973).

Inicialmente foi pesada uma amostra de 500 mg de 6leo de nim em um baldo
volumétrico de 50 mL, onde foram adicionados 5 mL de solu¢do metandlica de NaOH 0,5
mol.L"!. A solugio foi conduzida para um sistema de refluxo, permanecendo por 5 minutos.
Ap6s este periodo, foi adicionado 15 mL do reagente esterificante previamente preparado (2g
de cloreto de amonio + 60 mL de metanol + 3 mL de 4cido sulfurico refluxados por 15 minutos),
mantendo a amostra sob refluxo por mais 10 minutos. Em seguida, a amostra foi transferida

para um funil de separagdo e lavada com uma solugdo contendo 50 mL de dgua destilada e 25
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mL de hexano. Do funil foi descartada a fase aquosa e da fase organica foi retirada uma aliquota
de 1 puL para ser injetado no CG.

O material foi analisado em um Cromatdgrafo a Géas (CG-2010) acoplado ao
Espectrometro de Massas (CG-ms QP2010 Ultra), ambos da marca Shimadzu. A separagao
cromatogréfica foi alcangada utilizando uma coluna capilar ZB-5HT (30m x 0,25mm x 0,25
pm). O gas portador foi o hélio, com o fluxo de arraste numa velocidade linear de 30 cm/seg e
fluxo da coluna 1,0 mL/min. A programac¢ado do forno foi de 90 °C por 3 min com rampa de
aquecimento de 5 °C/min até 180 °C e permaneceu por 8 min, sendo aquecido novamente com
uma taxa de 10 °C/min até 230 °C, permanecendo até 14 min. A temperatura do injetor e da
fonte de fons de 250 °C e 200 °C, respectivamente. O modo de inje¢do Split com razdo de 1/10.

Tempo de Corrida 48 min.

4.7. Bioensaio de germinacao e desenvolvimento de plantulas

O bioensaio de germinagdo e desenvolvimento de plantas foi realizado em placas de
Petri de 9,0 cm de didmetro, em camara de germinag¢do da marca Eletrolab modelo EL 202,
com temperatura constante de 25°C e fotoperiodo de 12 horas, durante 10 dias. As placas e o
papel de filtro qualitativo utilizado para forrar as placas foram previamente esterilizados em
estufa de secagem e esterilizagdo a 150° C durante 2 horas.

Em cada placa de Petri foi adicionado 3 mL da solucdo teste, que foram preparadas
diluindo o 6leo de nim extraido no solvente éter etilico nas concentragcdes de 2,0; 3,0 e 4,0 %
m/v, constituindo assim os tratamentos. O tratamento testemunha consistiu somente em
aplicacdo de agua destilada. Apos a evaporagdo do solvente, foi adicionado 6 sementes em cada
placa e um volume equivalente de dgua destilada, mantendo-se, dessa forma, a concentragao
original. Cada solugdo foi adicionada nas placas apenas uma tnica vez, no inicio da montagem
do bioensaio.

A germinacdo das sementes foi monitorada todos os dias de experimento, sendo que a
primeira contagem foi realizada 24 horas apds a montagem do bioensaio, e posteriormente com
contagens didrias, considerando como germinadas aquelas que apresentavam extensao radicular
de aproximadamente 0,2 cm. Ao final do periodo experimental as plantulas foram retiradas com
cuidado das placas e submetidas a medicao do comprimento da radicula e do hipocétilo com

auxilio de uma régua milimétrica e a determinacdo da massa fresca (MF) pela pesagem das
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plantulas em balanca analitica. Em seguida as plantulas foram colocadas para secar em estufa
de ar for¢ado a 60 °C por 48 horas e pesadas novamente para obtencdo da massa seca (MS).
Para andlise do efeito inibitério do 6leo na germinacgdo foi utilizado a Equacdo 8 para
a determinacdo da porcentagem de germinagdo G (%), a Equacdo 9 para o indice de velocidade
de germinacdo (IVG) e a Equacdo 10 para o percentual da inibi¢do de germinacdo IG (%).

Equacdes descritas por Maguire (1962).

Calculo:
SG x 100
G(%) =——
6
Equacio 8. Cidlculo da porcentagem de germinagio
Onde:

G(%)= Porcentagem de germinacao;
SG= Sementes germinadas.

IVG_G1+62+ Gn
" N1 N2 Nn

Equacio 9. Cilculo de indice de velocidade de germinacio

Onde:
IVG= Indice de velocidade de germinacio
G1, G2, Gn= Numero de sementes germinadas até o enésimo dia;

N1, N2 e Nn= Numero de dias para a germinagao.

SGamostra
IG(%)=[1—( )]xlOO

Equacao 10. Calculo do percentual de inibicido de germinacao

SGcontrole

Onde:
SGamostra= sementes germinadas nas placas aplicadas as solugdes testes;

SGcontrole= sementes germinadas no tratamento testemunha.

4.8. Analise estatistica

Os dados foram submetidos ao teste de Normalidade (Shapiro-Wilk, p<0,05) e
Homocedasticidade (Levane, p<0,05). Atendidas essas pressuposicOes fez-se a andlise de
variancia (ANOVA) pelo teste F ao nivel de 5% de significancia, considerando os efeitos dos
fatores e suas interacdes, por meio do software Infostat® versdo 2015.1 (DI RIENZO et al.,

2011).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Rendimento do 6leo

Por meio dos resultados obtidos no experimento I, foi observado efeito significativo
(p>0,05) para a varidvel rendimento em relagdo a interagao dos fatores tempo e solvente. Nos
valores que estao descritos na Tabela 1 € verificado que de uma forma geral, a combinagao dos
solventes H e M desempenhou maior rendimento de 6leo quando comparado ao uso HEt.
Isoladamente o H obteve os melhores resultados em um curto periodo de extracdo e o etanol

necessita de um maior tempo para apresentar sua eficiéncia.

Tabela 1. Valores médios do rendimento do 6leo de Nim indiano extraido via Soxhlet em
diferentes tempos e solventes.

Solvente CV Valor de P
H HM Et HEt (%) T S T*S
2 319Ba 22,7Cb 22,1B Cb 25,2 Bb
4 434 Aa 29,5BCb 29,9 Ab 26,6 ABb
6 39,0ABa 33,0 ABab 22,5BCc 26,6 ABbc
8 39,8 ABa 359 Aa 19,9 Cc 25,5 ABb
10 437Aa  39,0Aa 24,7ABCc 31,0 Ab
12 444Aa 396Aa 27,6 ABb 26,5 ABb

H = hexano; HM = hexano+metanol; Et = etanol; HEt = hexano+etanol; R= rendimento; CV = coeficiente de
variacdo; T= tempo; S= solvente. Médias transformadas para Ln seguidas de letras iguais maitisculas na coluna e
mindsculas na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey ao nivel de 5% de significancia.

Variavel T (h)

R(%) 2,10 <0,01 <0,01 <0,01

Para o solvente hexano (H), o periodo de 2 horas apresentou o menor rendimento do
Oleo, distinto dos periodos de 4, 6, 8, 10 e 12 horas de extracdo, os quais obtiveram as maiores
médias, com destaque para o rendimento obtido nos periodos de 4, 10 e 12 horas. Esses valores
(Tabela 1) encontram-se na faixa de média dos valores descritos na literatura, pois Mozini
(2008) e Drummond et al. (2008), extrairam respectivamente 47,37 e 41% de 6leo de nim ao
utilizarem o mesmo solvente em 8 horas de extragao.

Para a mistura do solvente hexano e metanol (HM), 2 e 4 horas de extra¢do ndo foram
tempos suficientes para a extracao eficaz do 6leo, pois apresentaram os menores valores. Em
contrapartida os demais periodos de extracao obtiveram os melhores rendimentos, nao diferindo
significantemente entre si, sendo 39,6% o maior valor de 6leo obtido. Vale ressaltar que a

quantidade de 6leo era maior a medida que o tempo de extracdo aumentava.
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Bonfim et al. (2018), ao utilizarem a mesma mistura de solventes na extra¢do do 6leo
de nim encontraram um rendimento de 38%. Os mesmos autores relatam que esse rendimento
foi superior quando comparada com o rendimento obtido pela mistura de hexano e etanol
(35%), destacando a eficiéncia do solvente metanol na extracdo de 6leo. Isso pode ter ocorrido
devido ao uso da mistura de um solvente apolar (hexano) e outro polar (metanol), o que resultou
no arraste de substancias de ambas polaridades contidas no 6leo.

Na extracdo com o uso do solvente Et o0 melhor rendimento foi no periodo de 4 horas
(29,9%). Este solvente apresentou as menores médias e maior variacao nos valores, o que pode
ter ocorrido devido a faixa de temperatura que foi submetida aos solventes, a qual ndo foi o
suficiente para um bom desempenho do etanol, pois 0 mesmo possui o ponto de ebulicdo maior
que os demais solventes. A alta taxa de evaporacao e difusividade e a baixa viscosidade do
solvente que ocorre em faixa 6tima de temperatura, mantém o material e o solvente em contato
por mais tempo, o que aumenta a taxa de rendimento do 6leo.

Na mistura do solvente HEt, o tempo de 2 horas de extracdo obteve o menor
rendimento, diferindo dos demais tempos. No entanto, a extragdo com este solvente a partir de
4 horas, ocasionou os melhores valores no rendimento de 6leo, apresentando 31% como a maior
média. Ao ser confrontado com a literatura, esse valor encontra-se préximo ao obtido por
Bonfim et al. (2018), que apresentaram em seus resultados 35% de rendimento utilizando a
mesma mistura de solvente.

Durante o periodo de 2 e 4 horas de extracdo os maiores rendimentos de 6leo de nim
se deram com o uso do solvente H, apresentando 31,9 e 43,4% respectivamente, diferindo dos
rendimentos obtidos pelos demais solventes nesses periodos de extragdo. Para os demais
periodos, nao houve diferenca entre os solventes H e HM, os quais demostraram melhor
desempenho com os maiores valores médios de 6leo extraido.

Esses resultados corroboram com o que foi apresentado por Ayoola et al. (2014), pois
ao utilizarem o mesmo solvente como meio de extracao do 6leo de nim, puderam perceber que
ocorre uma estabilizac@o no teor de 6leo extraido a partir de 5 horas de extra¢do, ndo havendo

diferenca nos rendimentos obtidos a partir daquele periodo.

5.2.  Analises fisico-quimica do 6leo de nim

O conhecimento caracteristico das propriedades fisicas e quimicas de um 6leo ou

gordura € de extrema importancia, pois sdo parametros que permitem a andlise da composicao
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lipidica por meio de varios indices especificos do material avaliado, além de poder identificar
possivel alteracdo nos compostos do 6leo que possa ter sido causado pelo meio que foi extraido
(EMERENCIANO, 2013; FIGUEIREDO et al., 2015). O 6leo de nim apds a extracdo, foi
submetido a caracterizacao fisico-quimica e os valores de suas propriedades estdo apresentadas

na tabela 2.

Tabela 2. Parametros fisico-quimicos do 6leo de Nim indiano extraido por diferentes solventes.

Valores

Propriedades H HM Bt HEt
Densidade (g/cm3) 0,87 0,80 0,92 0,83
Indice de acidez (mg KOH/g) 6,73 7,93 6,24 8,48
Indice de iodo (g I/100g) 74,9 131,92 75 150
Indice de saponificagio (g KOH/100 g) 159,68 194,60 184,78 186,35
Indice de éster 152,95 186,67 178,54 177,87
Peso molecular (g/mol) 1052,10 863,30 909,18 901,52
Porcentagem de 4cidos graxos livres 3,38 3,98 3,13 4,26

H= Hexano; HM=Hexano e metanol; Et= Etanol; HEt=Hexano e etanol.

Os valores na densidade ndo mostraram grande variagdo. Contudo o 6leo extraido por
H e Et estdo mais préximos a densidade do 6leo comercial (0,92 g/cm?). J4 o éleo obtido pela
mistura de solventes HM e HEt se mostraram menos densos. Quando comparados a literatura,
esses valores estdo em conformidade, principalmente os obtidos pelos solventes H e Et, pois
Paes et al. (2015) e Awolu et al. (2013), apds a extragdo e caracterizacio do mesmo 6leo,
determinaram valores de 0,88 e 0,90 g/cm3 na densidade do dleo.

Verificou-se que o 6leo demonstrou leve teor de acidez quando comparado ao 6leo
comercial (6,15 mg KOH/g), principalmente o que foi extraido com a mistura dos solventes.
Segundo Pereira et al. (2015), a alteracdo nos triacilglicerideos de um 6leo geralmente €
proveniente da oxidacdo, hidrélise ou fermentacdo que podem ser ocasionados por alguns
fatores, como a exposi¢cao do 6leo a luz ou a altas temperaturas. Na ocorréncia desses processos,
essa estrutura € quebrada, ocorrendo a liberacdo de &4cidos graxos livres. Os valores da
porcentagem desses compostos estdo contidos na Tabela 2, expressos em dcido oleico.

O indice de iodo do 6leo de nim extraido com H e Et estd em conformidade com a

média de valores do 6leo comercial (65-80 g 12/100g) e préximos ao encontrado por Benicio et
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al. (2010) que determinaram 72,8 g 12/100g para o 6leo de nim extraido. No entanto, um alto
valor desse indice pode ser observado nas amostras de 6leo HM e HEt, o que indica um grande
ndmero de insaturacgdes, justificado pela presenga de compostos de dupla ligacao no 6leo.

Nos resultados de Kumar et al. (1996), a caracterizacdo do 6leo de nim apresentou
grandes variagdes. O indice de iodo, por exemplo, variou entre 33,8 e 192 g [,/100g nos valores
das amostras do 6leo das sementes coletadas em diferentes dreas da Asia. Os mesmos autores
relatam que essa varia¢do pode ser justificada pela ampla ocorréncia de ecétipos da espécie.

Quanto mais alto o grau da insaturacio presente nos dcidos graxos de um 6leo menor
serd sua densidade e consequentemente o seu peso molecular MORETTO e FETT, 1998). Esta
correlagdo pode ser comprovada nos valores dos parametros apresentados neste trabalho.

O indice de saponifica¢do quantifica os acidos graxos de alto e baixo peso molecular
que compdem os Oleos e gorduras. Quanto menor o peso molecular dos dcidos graxos de um
6leo maior serd o seu indice de saponificacio (CARVALHO, 2017).

Dos valores encontrados a amostra com menor indice de saponificacdo foi a do dleo
extraido por H (159,68g KOH/g), diferentemente do 6leo obtido pelos demais solventes que
apresentaram valores dentro da média estimada para o comercial (175-205 g KOH/g), além de
serem semelhantes as médias encontradas por Romero e Varga (2005) e Benicio et al. (2010),
0s quais realizaram o mesmo processo de extracdo do 6leo e ao determinar este indice
encontraram respectivamente 195 e 168,38 g KOH/g.

Em relacdo ao indice de éster ndo foram encontrados na literatura valores definidos
desse parametro para o 6leo de nim. Porém este indice condiz com os valores determinados
por Vasconcelos e Godinho (2002), para o 6leo da copaiba (170,3 KOH/g), que além de possuir
caracteristicas fisico-quimicas semelhantes ao 6leo de nim € também potencialmente utilizado

na medicina popular do pais e na industria de cosméticos.
5.3. Caracterizacio do perfil dos acidos graxos

A composi¢cdo em dcidos graxos do Odleo das sementes de Nim indiano estd
representada na Tabela 3. De uma forma geral, independente de qual solvente utilizado na
extracdo, o 6leo apresentou uma grande variedade em 4cidos graxos saturados. No entanto sdo
os acidos insaturados, que apresentam maior porcentagem, com excec¢ao do 6leo extraido com

HM.
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Tabela 3. Composi¢do dos édcidos graxos do 6leo de Nim indiano extraido por diferentes
solventes.

NOMENCLATURA SIMBOLOGIA AREA (%)
H HM Et HEt
Saturados

Acido palmitico C16:0 18,10 13,55 18,85 15,12

Acido behénico C22:0 0,14 542 021 -
Acido estedrico C18:0 14,97 11,47 14,99 14,88
Acido araquidico C20:0 0,78 1,87 - 1,03

Acido lignocérico C24:0 - 4,74 - -
1,1,2,2-tetrametilciclopropano - 13,74 0,72 3,74

Insaturados

Acido 6léico C18:1 41,33 16,86 41,08 39,48
Acido linoléico C18:2 18,60 5,04 20,22 12,41
Area total (%) 93,92 72,69 96,07 86,66
Outros 6,08 27,31 3,93 13,34

H= Hexano; HM=Hexano e metanol; Et= Etanol; HEt=Hexano e etanol.

Para todos os solventes estudados o 4cido palmitico (16:0) e o estedrico (18:0) s@o os
principais constituintes dentre os saturados, compondo grande drea do 6leo extraido. Estes
resultados corroboram com o obtido por Benicio et al. (2010) e Awolu et al. (2013) que ao
determinarem o perfil graxo do 6leo de nim quantificaram teores semelhantes dos dcidos
mencionados.

Quanto aos 4cidos insaturados, o 4cido oléico apresentou maior porcentagem de drea
para todos os solventes utilizados, destacando 41,33% com o uso de H e 41,08% com o uso de
Et, sendo assim o principal composto dos insaturados. Estes valores estdo em concordancia ao
encontrado por Pinto e Lancas (2010) que determinaram 41,09 % de 4cido oleico. As demais
porcentagens de dreas podem ser atribuidas a hidrocarbonetos que compdem apenas pequenas

fracdes do dleo.
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5.4. Bioensaios de germinacao e desenvolvimento de plantulas

No experimento II, o 6leo de Nim indiano demonstrou respostas promissoras, visto
que por meio da aplicacdo houve inibi¢do da germinagdo das sementes, bem como danos nos
parametros avaliados. Os tratamentos avaliados ndo causaram efeito significativo (p>0,05) para
a porcentagem de germinacdo (G%), indice de velocidade de germinagao (IVG) e porcentagem
de inibi¢ao na germinacdo (IG%). No entanto, esses fatores apresentaram efeito de significancia
(p<0,05) para o comprimento da radicula (CR) e para o comprimento do hipocétilo (CH) das
plantulas de mata-pasto.

Vale ressaltar, que somente o percentual de inibicdo na germinagdo representa o efeito
alelopatico, o que pode ser verificado nas maiores médias. Nas demais varidveis (G%, IVG, CR
e do CH), as menores médias indicam maior resposta a inibi¢ao causada pelo 6leo.

Houve reducao no IVG (Figura 1) quando utilizado o 6leo extraido pelos solventes Et
e HEt, apresentando as menores médias para esta varidvel. Este efeito ndo teve correlagdo com
as diferentes concentragdes do 6leo aplicado, pois as mesmas nao diferiram estatisticamente do

tratamento controle (dgua).

H= hexano
A HM= hexano e metanol 15 B
Et= etanol s
1’5 AB HtEt=thexano e etanol a
A a
‘1 1
a
& BC 54 .
> -
o
H HM Et HEt 0 2 3 4
Solvente Concentracio (%)

Figura 1. Indice de velocidade de germinagdo (IVG) das sementes de mata-pasto. A: solventes
utilizados na extracdo do 6leo de Nim indiano; B: Concentra¢des dos extratos do 6leo aplicado
nos bioensaios.

No trabalho realizado por Garcia Neto (2013), o IVG das sementes de mata-pasto,
apresentou sensibilidade e resposta rdpida quando submetido as baixas concentracdes dos
extratos de nim. No entanto o autor relata que o efeito de inibi¢do € visto com maior eficiéncia
nas varidveis que representam o desenvolvimento das plantulas (comprimento radicular e

hipocétilo).
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Ja a G% das sementes que estd apresentada na Figura 2, sofreu efeito de inibi¢do nos
tratamentos H, HM e HEt, os quais ndo diferiram estatisticamente entre si. O efeito desses
tratamentos foi observado a partir das menores concentra¢des de aplicacdo, sendo gradativa a
medida que aumentava a concentragdes dos extratos, o que indica que sua agao podera ser de

grande magnitude quanto maior for a quantidade do 6leo aplicado.

A B
H= hexano A 60
HM= hexano e metanol
60 Et= etanol a
HEt= hexano e etanol 50
50 b b
40 40
B B
1SS B S
O 30 o 30 b
20 20
10 10
0 0
H HM Et HEt 0 2 3 4
Solvente Concentracao (%)

Figura 2. Porcentagem de germinacdo (G%) das sementes de mata-pasto. A: solventes
utilizados na extrag¢do do 6leo de Nim indiano; B: Concentracdes dos extratos do 6leo aplicado
nos bioensaios.
Estes resultados diferiram apenas do tratamento que foi aplicado o extrato do dleo Et,
o mesmo obteve o melhor desempenho e ndo respondeu ao efeito de inibicdo do dleo,
apresentando 57,29% de sementes germinadas, sendo a melhor média para esta varidvel.
Resultados similares foram encontrados por Souza Filho et al. (2009). Os autores
avaliaram o desempenho de malicia (Mimosa pudica) e de mata-pasto (Senna ocidentalis) sobre
efeito alelopético do 6leo de nim e identificaram que a melhor inibi¢do na germinacdo ocorreu
para as concentracdes de 1,5%, interferindo principalmente a espécie mata-pasto, o que
equivalia ao efeito da dosagem de 3% na malicia, confirmando assim uma maior sensibilidade
aos efeitos inibitorios do nim da planta receptora que foi utilizada neste estudo.
Em relacdo a IG% das sementes (Figura 3), o efeito do 6leo de nim ndo apresentou

diferenca estatistica entre os diferentes solventes.
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A H= hexano 50 B
HM= hexano e metanol a
50 Et= etanol
HEt= hexano e etanol
40 40
A
30
30 Q
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H HM Et HEt 0 2 3 4
Solvente Concentracao (%)

Figura 3. Porcentagem de inibicdo na germinacdo (IG%) das sementes de mata-pasto. A:
solventes utilizados na extra¢do do 6leo de Nim indiano; B: Concentragdes dos extratos do 6leo
aplicado nos bioensaios.

As concentracdes também apresentaram efeito significativo semelhante, porém
superiores ao tratamento testemunha. Dentre as concentracdes o extrato do 6leo de 4% consistiu
em 46,74% de inibicdo.

Quanto ao CR das plantulas de mata-pasto, o 6leo H ndo demonstrou diferenca
significativa entre os extratos na concentracio de 2 e 3% (Tabela 4). Somente o extrato de 4%
diferiu das demais concentragdes, o que indica que o maior efeito de inibi¢do ocorreu nele. Para
o 6leo HM, as plantulas tiveram suas raizes pouco desenvolvidas ao receberem os extratos de
2% e 4%, com destaque para este ultimo que apresentou valor médio de apenas 0,45 de CR,
quando comparado com controle (1,88). O extrato na concentracao de 3% obteve valor préximo

a testemunha e nao inibiu significantemente no desempenho das raizes.

Tabela 4. Valores médios do comprimento da radicula das plantulas de mata-pasto sob aplicagdo
dos diferentes extratos de 6leo de Nim indiano.

Varidvel Concentragio Solvente Valor de P
CV (%)

(cm) (%) H HM Et HEt S C S*C
0 1,42 Aab 1,88 Aa 1,48 Aab 0,68 Ab

CR 2 1,58 Aa 0,63 Bab 0,70 Aab 0,41 Ab

54,91 0,0027 <0,0001 0,0386

3 0,72 ABa 1,00 ABa 0,60 Aa 0,45 Aa
4 0,21Ba 045Ba 0,46 Aa 0,21 Aa

H = hexano; HM = hexano+metanol; Et = etanol; HEt = hexano+etanol; CV = coeficiente de variacdo
Meédias seguidas de letras iguais maitsculas na coluna e mindsculas na linha ndo diferem entre si pelo teste Tukey
ao nivel de 5% de significancia.
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Ja as plantulas que receberam as diferentes doses do 6leo Et e HEt ndo diferiram do
tratamento controle e, portanto, ndo tiveram suas raizes afetadas de maneira significativa pela
aplicacdo, demostrando que a acdo do 6leo ndao foi o suficiente para interromper o seu
desenvolvimento.

Quanto aos solventes, houve diferenga estatistica somente na concentragdao 2%, com
maior redu¢do do comprimento radicular quando utilizado o solvente HEt, porém, diferindo
apenas do H. Comparando aos resultados de Souza Filho et al. (2009) que avaliaram o
desenvolvimento da mesma espécie em resposta a aplicacao do éleo, vemos uma semelhanga
ao considerar um efeito significante com o aumento das propor¢des dos extratos. Os mesmos
autores revelam que dentre as varidveis analisadas, a radicula das sementes respondeu com mais
intensidade a inibicdo. Este efeito era bastante perceptivel nas sementes deste trabalho, pois ao
atingirem certo periodo experimental, as radiculas tinham seu crescimento impedido,
apresentando aparéncia secas e escuras.

Estudos comprovam que os efeitos dos aleloquimicos afetam diretamente a raiz
primdria das plantulas, contribuindo para uma acentuada sensibilidade quando em contato com
as substancias inibidoras (SINDHU et al., 2005; MARASCHIN-SILVA e AQUILA 2006;
ASHRAFI et al., 2006; NOVAES et al., 2013).

Quanto aos valores CH das plantulas que estao na tabela 5, podemos observar que as
doses aplicadas do 6leo H, HM e HEt em todas as concentracdes foram iguais estatisticamente
e que os dois primeiros mencionados apresentaram consideravel efeito inibitorio ao serem

aplicados nas maiores concentragdes utilizadas.

Tabela 5. Valores médios do comprimento do hipocétilo das plantulas de mata-pasto sob
aplicacdo dos diferentes extratos de 6leo de Nim indiano.

Varidvel Concentragdo Solvente Valor de P
CV (%)

(cm) (%) H HM Et HEt S C  S*C
0 223 Aa 223Aa 281 Aa 215Aa

CH 2 2,93 Aa 2,58 Aab 1,06 Bb 2,20 Aab

27,14 0,0016 0,0010 0,0021

3 2,68 Aa 2,10 Aa 1,45ABa 1,20 Aa
4 1,53 Aa 1,50 Aa 0,80Ba 1,80 Aa

H = hexano; HM = hexano+metanol; Et = etanol; HEt = hexano+etanol; CV = coeficiente de variagao.
Médias seguidas de letras iguais maidsculas na coluna e mindsculas na linha ndo diferem entre si pelo teste
Tukey ao nivel de 5% de significancia.
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J4 o resultado do 6leo Et foi semelhante ao efeito ocasionado pelo extrato HM no
comprimento radicular, onde os extratos 2% e 4%, afetaram em maior proporcao e o CH das
plantulas desses tratamentos desenvolveram menos.

Quanto as concentragdes dos extratos do 6leo, somente o extrato de 2% desse dleo
diferiu das demais concentragdes e solventes, apresentando a menor média (1,06), consistindo
no maior efeito de inibi¢do ocasionado no CH das plantulas.

No trabalho realizado por Souza Filho et al. (2009), dentre as espécies avaliadas o
mata-pasto foi o que demonstrou maior sensibilidade de forma gradativa ao aumento das
dosagens dos extratos do 6leo de nim, principalmente nas raizes e parte aérea. Isso comprova
os resultados de Ferreira e Aquila. (2000), ao confirmar que as substancias alelopéticas tendem
a inibir mais essas partes da planta do que a germinagdo. As sementes podem até germinar,
porém ndo se desenvolvem, as quais apresentam aspecto de necrose ou anormalidade devido ao
efeito da substancia aplicada. Esse aspecto foi possivel observar neste presente estudo.

A resposta apresentada por uma espécie submetida a acao dos aleloquimicos depende
nio sO da concentracdo aplicada como também da espécie atingida. Algumas tendem a ser
atingidas com maior intensidade (MARASCHIN-SILVA e AQUILA, 2006).

A ag¢do que ocorre por meio do nim indiano ainda é pouco conhecida. Sabe-se que
seus extratos consistem numa mistura de diversos componentes, encontrados em baixa e
grandes quantidades e quando ha a interacdo entre eles ocorre o efeito sobre outros organismos

(SOUZA FILHO et al., 2009).

6. CONCLUSAO

O ¢6leo de nim possui potencialidade como herbicida natural por ser uma alternativa
no controle de mata-pasto. O uso do solvente organico hexano por 4 horas mostra-se eficiente

na extragdo deste material, além de nio interferir nos componentes existentes no 6leo.
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