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“Tudo tem o seu tempo determinado, e ha tempo para todo propdsito debaixo
do céu;

Ha tempo de nascer, e tempo de morrer, tempo de plantar e tempo de
arrancar o que se plantou;

Tempo de matar e tempo de curar, tempo de derribar e tempo de edificar;

Tempo de chorar e tempo de rir, tempo de prantear e tempo de saltar;

Tempo de espalhar pedras e tempo de ajuntar pedras;

Tempo de abracar e tempo de afastar-se de abracar;

Tempo de buscar e tempo de perder, tempo de guardar e tempo de deitar
fora;

Tempo de rasgar e tempo de coser, tempo de estar calado e tempo de falar;

Tempo de amar e tempo de aborrecer;

Tempo de guerra e tempo de paz.

Eclesiastes 3: 1-8

“O que sabemos é uma gota;
0 que ignoramos € um oceano”

Isaac Newton



RESUMO

Azadirachta indica pertencente a familia Meliaceae é conhecida popularmente
como “Neem”, esta arvore tem grande importancia tanto na medicina quanto na
agricultura devido a sua grande atividade bioldgica. O género Azadirachta tem sido
estudado vastamente, em virtude do potencial da espécie Azadirachta indica. O
extrato metandlico das folhas de Azadirachta indica, foi submetido a testes
fitopatdgenicos os quais demonstraram bons resultados, em seguida o extrato foi
fracionado com hexano, acetato de etila, diclorometano e metanol gerando varias
fragcOes, sendo a fragdo MeOH 100% utilizada para o isolamento dos constituintes
guimicos. As substancias foram encaminhadas para avaliacao utilizando-se técnicas
de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e identificadas como
pertencentes & classe dos limondides com base na analise espectral de RMN *H,
13C e técnicas de RMN unidimensionais e bidimensionais.

Palavras- Chave: Azadirachta indica, Meliaceae, Fungicida, CLAE.



ABSTRACT

Azadirachta indica belongs to the family Meliaceae is known as Neem. This tree has
a great importance both in medice and in agriculture due to its biological activities.
The genus Azadirachta has been widely studied because of the potential of the
species Azadirachta indica. The methanol extract of leaves of Azadirachta indica,
has been tested pathogens which showed good results, then the extract was
subjected to fractionation which hexane, ethyl acetate and methanol generation
various fractions, the fraction MeOH 100% used for isolation the chemical
constituents. Two compounds were isolated and purified using techniques High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) and identified as belonging to the class
of limonoids on the basis of spectral analysis of 'H NMR, and **C NMR and two-

dimensional.

Keywords: Azadirachta indica, Meliaceae, Fungicide, HPLC
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1- INTRODUCAO

Atualmente, em todos os lugares do mundo onde se pratica uma
agricultura econbmica, a intervencdo para o controle de doencas de plantas é
largamente realizada através de pesticidas (KIMATI et al,1997). Sem duvida o uso
racional desses produtos pode ter, em curto prazo, um efeito positivo para o
produtor. No entanto em longo prazo, além do surgimento de isolados dos
fitopatdgenos resistentes as substancias quimicas utilizadas, os impactos para a
sociedade como um todo e para 0 meio ambiente podem se tornar negativos devido
a poluicdo causada pelos residuos. Nesse contexto, termos como “agricultura
alternativa” ou “agricultura sustentavel” obtém expressao politica e estimulam novas
medidas de protecdo das plantas contra as doencas (SCHWAN-ESTRADA et al,
2000).

Um dos enfoques da agricultura alternativa é o controle de doencas de
plantas, o qual inclui o controle biolégico e a inducdo de resisténcia em plantas
(BETTIOL, 1991).

A industria de defensivos ja tem desenvolvido moléculas, ndo pesticidas,
capazes de protegerem uma cultura contra os patdégenos causadores de doencas
apenas pela inducédo dos mecanismos de defesa da planta (ZADOCKS, 1997).

A exploracdo da atividade bioldgica de compostos secundarios presentes
no extrato bruto ou 6leo essencial de plantas medicinais pode se constituir, ao lado
da inducéo de resisténcia, em mais uma forma potencial de controle alternativo de
doencas em plantas cultivadas (SCHWAN-ESTRADA et al, 2000).

Compostos secundarios de plantas estdo distribuidos em um grande
ndamero de familias botanicas (SCHWAN-ESTRADA et al, 2000), com muitos deles
apresentando atividade fungicida como os limondides com origem Biosintética a
partir do 6xido de esqualeno.

Trabalhos desenvolvidos com extrato bruto ou Oleo essencial, obtido a
partir de plantas da flora, tém indicado o potencial das mesmas no controle de
fitopatogenos (SCHWAN-ESTRADA et al, 2000). E o caso da Azadirachta indica
gue vem fascinado cientistas de varias areas por ter um grande numero de
compostos biologicamente ativos isolados de toda a planta, sendo assim
comercialmente exploraveis (FORIM, 2006). E uma planta na qual seus compostos

extraidos ndo se mostram mutagénicos com minimos distirbios ao ecossistema



(FORIM, 2006). O uso do extrato de neem tem sido testado em cultivo liquido contra
fungos patdégenos do solo, demonstrando inibicdes do crescimento de algumas
espécies do género Fusarium. Fusarium solani sp € a espécie que causa a podridao
radicular no caule da pimenta-do-reino, no qual produz metabdlitos secundarios
com propriedades téxicas capazes de induzir descoloracdo das nervuras em folhas
reduzindo o periodo Gtil de exploracdo da cultura para apenas quatro anos.

As medidas que vém sendo adotadas para o controle da fusariose, como
praticas culturais, obtencdo de variedades resistentes e aplicacdo de fungicidas,

tém-se mostrado onerosas ou pouco eficientes.



2- OBJETIVOS
2.1- OBJETIVO GERAL

Realizar estudo fitoquimico do extrato metandlico das folhas da espécie
vegetal Azadirachta indica, obtido por maceracéo, e identificar substancias isoladas

desse extrato com potencial atividade fungicida.

2.2-OBJETIVOS ESPECIFICOS

v Isolar do extrato metandlico os principais constituintes quimicos do
Neem (Azadirachta indica) utilizando técnicas cromatogréficas classicas, bem como
a Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

v Determinar as estruturas das substancias isoladas através da analise
dos seus dados espectrométricos, como o RMN Unidimensionais e Bidimensionais.

v  Avaliar a atividade fungicida de substancias isoladas do extrato
metanodlico das folhas de Azadirachta indica, sobre o fungo Fusarium solani sp

Piperis.



3- REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1- FUNGOS EM PLANTAS

Desde ha muito tempo €é conhecida a importancia das plantas
condimentares na necessidade humana. As ervas condimentares tém sido
empregadas com frequéncia no preparo de alimentos dando-lhes aroma sabor ou
aspecto agradavel ajudando também na conservacdo. Com a expansao dos cultivos
dessas plantas no pais e sem um manejo fitossanitario adequado, € inevitavel o
aparecimento ou agravamento de problemas causados por doencas fungicas. Os
prejuizos podem ocorrer tanto pela diminuicdo da producdo em decorréncia de
doencas como por alteracdo produzida na composicdo da planta, podendo afetar
suas propriedades terapéuticas e sabor (KRUPPA et al, 2008).

As doencas fungicas das plantas condimentares, além de serem
causadas por fungos da parte aérea, também sado causadas por fungos de solo e de
sementes (KRUPPA et al, 2008).

Os fungos de solo afetam principalmente a raiz, o colo, o sistema vascular
e 0s oOrgaos de reserva das plantas. Podem provocar a podriddo de sementes na
fase de semeadura, ou interferir na germinacdo e no crescimento das plantulas,
prejudicando a formacgédo de canteiros e viveiros. O atague na raiz, no colo e no
sistema vascular compromete a absorcdo de agua e de nutrientes, afetando o
desenvolvimento normal da planta causando reducdo do crescimento, murcha e
consequentemente o seu tombamento e morte (KRUPPA et al, 2008).

Os fungos séo parasitas facultativos que sobrevivem na auséncia do
hospedeiro, em restos de cultura e na matéria organica do solo, uns séo
considerados habitantes do solo, outros invasores (KRUPPA et al, 2008). O
patdgeno penetra nas raizes através dos ferimentos de natureza mecanica ou
provocados por insetos e nematoides (KRUPPA et al, 2008).

O controle das doencgas fungicas em plantas condimentares deve ser feito
preferencialmente pelo emprego de variedade resistente e pelo uso de sementes,
muda ou material propagativo livre de fungos. O controle de patdgenos que ocorrem
no solo é dificil, pois esse ambiente € muito complexo, além disso, alguns fungos
sobrevivem nesse meio por longos periodos de tempo dificultando sua erradicagéo.

O Fusarium solani € um exemplo de fungo que causa doenca em uma

espécie codimentar, a Piper nigrum (Pimenta-do-Reino), a qual tem uma grande



importancia econdmica mundial, principalmente no Brasil, mais especificamente no
Estado do Para. Esta doenca que é conhecida como Fusariose, causou a morte de
milhares de pimenteiras resultando em grandes perdas de producao, reducédo do

ciclo produtivo, atingindo a economia do Estado.

3.1.1- Fusarium sp

O fungo do género Fusarium tem ampla distribuicdo geografica, tendo
espécies cosmopolitas e outras com ocorréncia restrita a determinados ambientes
ocorrendo predominantemente, nas regides tropicais e subtropicais ou em condi¢oes
de clima frio das regides temperadas, embora algumas espécies tenham intima
associacado com os hospedeiros (BURGESS et al, 1994).

No Brasil as espécies de Fusarium identificadas entre 1993 e 1996 sao

principalmente de importancia fitopatologica.

3.1.2- Historico da Taxonomia do Género Fusarium.

O género Fusarium foi isolado por Link em 1809 e até o momento, ndo
existe um sistema completo que possibilite a identificacdo das espécies de

Fusarium.

3.2- FUSARIUM SOLANI F. SP. PIPERIS (TELEMORFO: NECTRIA
HAEMATOCOCCA F. SP. PIPERIS)

Agente causador da podridao radicular e no caule bacteriano da pimenta
preta (Piper nigrum), produz metabdlitos secundarios com propriedades toxigénicas
capazes de induzir na veia descoloracao soltando folhas murchas.

A Fusariose é efetivamente a doenca mais prejudicial a pimenta do reino,
na regido amazébnica. Ocorre nas raizes e na parte aérea da planta, sendo
propagada pelo solo, pela chuva e pelo vento.

Os principais sintomas sao:

1) Apodrecimento do sistema radicular;

2) Amarelice das folhas;

3) Secamento dos ramos.



A fusariose da pimenta do reino tem causado ao longo dos ultimos 30
anos, a reducao de vida util dos pimentais na regido amazbnica, de doze a quinze
anos para quatro a seis anos. As medidas que vém sendo adotadas para controle da
fusariose, como praticas culturais, obtencdo de variedades resistentes e aplicacéo
de fungicidas, tém-se mostrado onerosas e pouco eficientes.

Os primeiros sintomas desta doenca foram observados a partir de 1960,
através do amarelecimento e queda gradativa das folhas entre nds, e morte das
plantas que € causada pela infeccdo das raizes. As condi¢cbes de temperatura e
umidade elevadas da regido favoreceram a esporulacdo do patdgeno nas hastes
das plantas mortas, e a partir de 1970, devido a disseminacdo aérea dos esporos
passou a ocorrer a infeccdo dos ramos das plantas, agravando ainda mais a doenca
(DUARTE e ALBUQUERQUE, 1999).

Devido a ocorréncia de doencas severas, entre elas a fusariose, 0
aumento do preco da méo-de-obra, o custo de producédo no Brasil tornou-se mais
elevado, para compensar economicamente o produto final para exportacdo, é
necessario desenvolver tecnologias visando o aumento da produtividade ou da
lucratividade. Para tanto, a obtencdo de cultivares mais produtivas com
caracteristicas de tolerancia a fusariose € indispensavel para que o Brasil continue a
concorrer no mercado internacional.

A fusariose no Estado do Para € um dos problemas mais sérios para a
cultura tendo concorrido para a reducdo da area cultivada e da produtividade. O
aumento da variabilidade genética da pimenta-do-reino poderd possibilitar o
desenvolvimento de novos sistemas de producdo (ALBUQUERQUE et al,1997).

3.2- PIMENTA-DO-REINO

A pimenta-do-reino é provavelmente originria do Sudoeste da india. Ha
descricdo sobre comércio desta cultura no século IV a.C. E uma planta trepadeira
pertencente a familia Piperaceae sendo a mais comum e importante especiaria.
Atualmente, a pimenta-do-reino é produzida principalmente em paises do sudoeste
Asiético, tais como, Indonésia e Sarawak, além da india e do Brasil (ANDO et
al,1996).

No Brasil, a cultura da pimenta-do-reino foi introduzida no Estado da

Bahia no século XVIII, e posteriormente nos Estados da Paraiba, Maranhao e Para,



porém a producdo desta cultura era insignificante nestas regiées (ALBUQUERQUE
e CONDURU, 1971).

Em 1933, algumas estacas de pimenta-do-reino, cultivar Cingapura, foram
introduzidas no municipio de Tomé-Acu, PA, para producdo comercial. Devido ao
alto lucro, principalmente no periodo pés-guerra mundial, das décadas de 40 e 50, a
cultura foi rapidamente difundida nessa regido através de propagacdo vegetativa,
constituindo-se atualmente uma das culturas mais importantes do ponto de vista
sécio-econdmico da regido amazonica, sendo o Estado do Pard o maior produtor,
com uma producdo de 34000 toneladas de sementes, 82% da producao total do
Brasil (ANDO et al,1996).

Por volta de 1960, observou-se o primeiro sintoma de doenga “podridao
das raizes e do pé” nesta cultura, causada pelo fungo Fusarium solani f. sp. piperis.
Esta doenca propagou-se rapidamente na regido, destruindo, em curto tempo,
grande &rea cultivada com pimenta-do-reino (ANDO et al,1996).

Em nivel mundial o Brasil jA se destacou como um dos maiores paises
produtores, chegando a produzir 50000 toneladas em 1991. Ao longo dos anos
subsequentes, no entanto a producgéo brasileira foi decrescendo, registrando 13000
toneladas em 1995, sendo 10000 toneladas produzidas no estado do Para
(OKAJIMA, 1996).

Esta especiaria, produto tipicamente de exportacdo, apresenta grande
oscilacdo de preco no mercado internacional, as vezes estimulando e outras
desestimulando o cultivo. Mas o que vem ocasionando sérios prejuizos, na producao
e ciclo econbmico é a ocorréncia da fusariose a nivel epidémico nas areas de
producdo (OKAJIMA, 1996).

3.3.1- Importancia econdémica

O cultivo da pimenteira-do-reino no Brasil esta estreitamente relacionado
com a colonizagéo portuguesa. Originaria das florestas da Kerala, sul da india, é a
especiaria que mais atraiu os comerciantes daquela época. Os portugueses,
primeiros a descobrir uma rota mais curta para a india partindo da Europa, passaram
a denominar o produto de pimenta-do-reino, termo como € conhecida até hoje, nos
paises de lingua portuguesa (CAVALCANTE, 2005).



Nenhum outro produto agricola, como a pimenta-do-reino, influenciou a
histéria ou desempenhou um papel importante em eventos histéricos. Ha somente
um paralelo em toda a historia, o petréleo nos tempos modernos (CAVALCANTE,
2005).

A introducdo da pimenta-do-reino no Brasil, pelos portugueses no século
XVII, ficou restrita aos estados localizados no litoral brasileiro. A cultivar introduzida
tinha folhas largas, de cor verde-escuro e produzia espigas curtas. Remanescentes
dessa cultivar ainda sdo encontrados no Ceara, Paraiba e Espirito Santo, onde séao
conhecidos como pimenteira-da-terra. Possui caracteristicas morfoldgicas
semelhantes as das cultivares Balankotta ou Kaluvally (CAVALCANTE, 2005).

A pimenteira-do-reino s6 se estabeleceu como cultivo racional apos a
introducéo da cultivar Cingapura (ecotipo de Kuching) por imigrantes japoneses, em
1933. Com o material de plantio, os japoneses introduziram também o sistema de
cultivo intensivo praticado na Malésia e adotado pelos produtores brasileiros
(CAVALCANTE, 2005).

Na década de 40, embora produzisse pimenta-do-reino, o Brasil
importava parte do que consumia tornando-se auto-suficiente em 1950. O sucesso
obtido pelos pipericultores de Tomé Acu estimulou o plantio da pimenteira-do-reino
em outros municipios. Hoje é cultivada em mais de 100 municipios do Paré, Espirito
Santo, Bahia, Maranhéo, Ceara, Paraiba e mais recentemente no Estado do Amapa,
gue iniciou a revitalizagdo dos pimentais em 2001 (CAVALCANTE, 2005).

Na Regiao Norte, a cultura tem importancia econdmica e social. Por se
tratar de um produto de exportacdo a pimenta é considerada um banco verde, ou
seja, um produto que o agricultor usa para aumentar a renda familiar devido ao alto
preco alcancado no mercado nacional e internacional. Socialmente € uma cultura
absorvedora de mao-de-obra, pois cada tonelada de pimenta-do-reino colhida
corresponde a um emprego, no campo (CAVALCANTE, 2005).

A cultura da pimenta-do-reino gera divisas de mais de 50 milhdes de
doélares ao ano e emprega cerca de 70 a 80 mil pessoas, no periodo da safra,
apenas no Para (CAVALCANTE, 2005).

Até a década de 80, a pimenta-do-reino era cultivada nos estados do
Acre, amazonas, Amapa, Para, Rondb6nia, Roraima, norte dos estados de Tocantins

e Minas Gerais, Ceara, Paraiba, Bahia e Espirito Santo. No entanto, houve um



declinio no cultivo na maioria desses estados devido principalmente a ocorréncia da
podriddo das raizes conhecida também como fusariose (CAVALCANTE, 2005).

Na década de 90 houve um declinio da area cultivada e, por conseguinte,
da producédo, mas observou-se um incremento da area cultivada de no periodo de
2000 a 2003 caindo novamente em 2004 (Ver Tabela 1, pag.26) (CAVALCANTE,
2005).

Em 2002 as estimativas foram de um incremento de 125% e para 2003
esse incremento seria de 11%, embora haja uma projecdo de reducdo da area
cultivada, em 2004 (CAVALCANTE, 2005).

Em 2002, o Paréa contribuiu com 85% do total produzido. O restante da
producao foi oriundo do Espirito Santo 8,5% e da Bahia 5,5% (Gréfico 1, pag. 26).
Os estados do Maranhéo, Ceara e Paraiba produziram apenas 1% que corresponde
a 0,5 toneladas anuais, segundo o IBGE em 2003. A producéo brasileira em 2002 foi
de 52 mil toneladas, havendo previsdo de producdo de 50 mil toneladas em 2003
(CAVALCANTE, 2005).

Cerca de 73% da producéo brasileira de 2001 foi exportada para cerca de
51 paises, nas formas de pimenta preta, pimenta branca e pimenta verde ou em
salmoura. Outro tipo, a vermelha, esta comecando a ser comercializada. O tipo de
pimenta depende do estagio de maturacdo e do processamento (CAVALCANTE,
2005).

Os maiores importadores da pimenta brasileira sdo os Estados Unidos,
Holanda, Argentina, Alemanha, Espanha, México e Franca. Enquanto a india, maior
produtor mundial de pimenta-do-reino consome 50% do total produzido, o Brasil
consome apenas 10% na forma de gréos inteiros, graos moidos, em misturas com
outros condimentos principalmente cominhos, patés, molhos, maionese e embutidos
como, salame, salsicha, mortadela e presunto. Por muitos anos 0 consumo
domeéstico ndo ultrapassou 5%, no entanto a recuperacdo da economia brasileira
melhorou as condicbes econémicas da populacdo o que estimulou o aumento do

consumo, principalmente na forma de embutidos (CAVALCANTE, 2005).



Tabela 1: Expanséo da area cultivada com a pimenteira-do-reino no Brasil.

ANO Area cultivada (ha) Producéo (t/ha)
2000 16.377 38.685
2001 20.750 50.140
2002 45.000 45.000
2003 50.000 50.000
2004 30.000 30.000

Fonte: EMBRAPA- Amazo6nia Oriental.
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Fonte: EMBRAPA - Amazdnia Oriental.
Gréfico 1: Producgdo da Pimenta-do-reino no Brasil- Ano 2002

3.3.2- A importancia sécio-econémica no Brasil

O Brasil tornou-se um dos maiores produtores e exportadores de
pimenta-do-reino no mundo. Em 1995, a pimenta-do-reino gerou um volume de
divisas para o pais de ordem de US$ 51.890.476,00. O Estado do Para foi o maior
produtor e exportador brasileiro em 1995, e a pimenta-do-reino foi a cultura mais
importante para o Estado, gerando US$ 49.061.718,00, que é cerca de 95% do total
exportado (SANTANA et al, 1996).

A area colhida que foi de 36.800 ha em 1991 e que se reduziu para
11.200 ha em 1998, alcancou em 2000 15.900 ha, sendo a produtividade média
neste ano 2.868 Kg/ha. Anualmente sdo exportadas mais de 50% da producéo,
tendo como principais paises importadores os Estados Unidos, Alemanha, Paises
Baixos e Argentina. O Estado do Para é o principal produtor brasileiro, com cerca de
90% da producao seguidos pelo Espirito Santo e Bahia.



Os principais paises produtores de pimenta-do-reino, considerando
média de cinco anos s&o: india, Indonésia, Brasil, Vietnd e Malasia (Ver Gréfico 2,
pag.27). O consumo de pimenta-do-reino no Brasil é cerca de 5000 toneladas,
anual, sendo a maior parte da producdo exportada, cuja tonelada no mercado
internacional ja alcancou mais de US$ 3.400,00 para pimenta preta e US$ 5.000,00
para pimenta branca (Ver Tabela 2, pag. 28).

Sua importancia no consumo interno se destaca principalmente na
culinaria, na condicdo de condimento de grande aceitacdo, dadas as suas
propriedades organolépticas, no preparo de molhos, saladas, queijos, pizzas e na
industria alimenticia de carne, peixe, embutidos (linglica, salsicha, mortadela,
salaminho, etc.) e de preservacdo de frutas e hortalicas em conserva
(CAVALCANTE, 2005).

Isso nos mostra a necessidade do desenvolvimento de novos métodos de
controle. Uma das alternativas para fazer esse controle € o desenvolvimento de um
método utilizando estruturas quimicas isoladas do Neem (Azadirachta indica), que é
um excelente inseticida e prova ser também um fungicida potente para esses casos.
Este trabalho tem este objetivo, de comprovar a potencialidade dessa planta, na qual
€ caracterizada também como produto orgéanico, ou seja, é cultivado sem o uso de
adubos quimicos ou agrotoxicos. E um produto limpo, saudavel, que provém de um
sistema de cultivo que observa as leis da natureza e todo o manejo agricola esta

baseado no respeito ao meio ambiente e na preservacao dos recursos naturais.
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Grafico 2: Produgcdo Mundial de Pimenta-do-reino em 1996



Tabela 2: Produgéo Mundial em Toneladas de Pimenta-do-reino em 1996

Pais 1996 (t)
india 60.000
Indonésia 30.000
Brasil 13.000
Vietna 12.000
Malasia (Sarawak) 10.000
Tailandia 6.000
China 5.000
Madagascar 2.500
Outras 3.000

Total 141.500

Fonte: EMBRAPA- Amaz6nia Oriental

3.3.3- Mercado e comercializacéo

O Brasil faz parte da Comunidade Internacional da pimenta-do-reino
(IPC), criada em 1971, com sede em Jacarta, Indonésia, da qual fazem parte a india,
Indonésia, Malasia, Sri Lanka e Tailandia. O Brasil € um dos maiores produtores
mundiais de pimenta-do-reino. Em 2002, a producéo brasileira foi a terceira maior
entre os paises produtores dessa piperacea, s6 perdendo para a india (maior
produtor) e para a Indonésia. Pelos dados das tabelas 3 e 4, na pagina 31, observa-
se que a producdo do Brasil correspondeu a 15% da produc¢do mundial, em 2002
(CAVALCANTE, 2005).

A expansdo da lavoura da pimenta-do-reino demonstrou a grande
capacidade de resposta dos agricultores paraenses aos sinais de mercado e precos
favoraveis. Nos anos de 1980 a 1983, o Brasil liderou a producdo mundial de
pimenta-do-reino. Nos anos de 1980 a 1982 e em 1984 o pais alcangou a posicao
de maior exportador mundial, gracas a producdo paraense. Em apenas cinqiienta
anos apos a sua re-introducédo, a producdo do Brasil ultrapassou a de milenares
produtores dessa especiaria, como a India, a Indonésia e a Malasia. Em 1991, o
Brasil alcancou a maxima producédo nacional de pimenta-do-reino, com mais de 83
mil toneladas e em 1981, exportou a quantidade maxima, com quase 47 mil
toneladas (CAVALCANTE, 2005).

A grande pergunta é se o Estado do Para terd mercado nos préximos
anos para produzir 50 mil toneladas de pimenta-do-reino. No final de 1999 houve
euforia no plantio da pimenta-do-reino no Estado do Para e até em Estados como

Ceara, Mato Grosso do Sul, Tocantins, Maranhdo, Minas Gerais, entre outros,



contagiados pelos precos que alcancaram até R$ 11,00 o Kg, preco esse que
chegou a atrair a formacéo de quadrilhas especializadas no roubo do produto, e que
chegaram a ser motivo de manchete nacional. A cultura da pimenta sofreu essa
consequéncia durante as décadas de 1980 e 1990. Por ser um produto inelastico,
como o sal de cozinha, ndo se consegue aumentar seu consumo reduzindo seus
precos, ao contrario obtém-se maiores lucros mantendo-se seus precos elevados e
produzindo em quantidade reduzida (CAVALCANTE, 2005).

Outra consequéncia dessa febre de plantio foi a inflacdo nos precos de
insumos para a implantagdo dos pimentais. Em face da dificuldade de obter-se
adubo orgéanico, da escassez de estacbes, do interesse no setor de vendas de
mudas e as proprias restricbes ambientais, a tendéncia € a limitacdo da expansao
dos pimentais, em termos de novas areas e da obtencdo de estaches
(CAVALCANTE, 2005).

No angulo internacional, a participacdo do Brasil desde 1980 no IPC nao
tem sido devidamente aproveitada. A Tailandia e o Viethd conseguiram ocupar 0
vacuo da producéao brasileira durante o periodo da crise que se estendeu do final da
década de 1980 até quase toda a década de 1990. Somente o Vietnd apresenta
capacidade de exportar 30 a 35 mil toneladas de pimenta e com baixo custo de méao-
de-obra.

A restricdo com relacdo ao futuro da economia de pimenta-do-reino nos
paises produtores da Asia esta relacionada com paises que superam a casa de
bilhdo de habitantes, como a china e a India, e aqueles com alta densidade
demogréafica, como a india, Vietnd, china, Tailandia, Indonésia, Malasia, nessa
ordem, que deverd implicar na realocacdo de recursos produtivos em favor de
alimentos basicos e do caminho da industrializacao.

Apesar das dificuldades, had necessidade de se definir politicas de
controle de producdo entre os paises membros, troca de material genético de
interesse similar e tecnologia de novos produtos (CAVALCANTE, 2005).

No cenario mundial, a india tem perdido a posi¢éo de maior exportadora,
essa queda decorre do efeito combinado do crescimento populacional, baixos
precos e mudancas nos padrbes de consumo, fazendo com que 0 consumo interno
aumente de 40.000 t para 45.000 t por ano (CAVALCANTE, 2005).



Ja o Vietna tem tendéncia crescente durante a década de 90, quando o
pais se tornou o maior exportador de pimenta preta tipo ASTA, e sua producéo
interna chegou a 2.000 t por ano (CAVALCANTE, 2005).

Na Indonésia a principal regido produtora € a Sumatra, que tem
apresentado oscilagfes nas exportacdes, levando esse pais a importar pimenta do
Vietnd em 2001 na ordem de 4.000 a 5.000 toneladas para cobrir contratos
(CAVALCANTE, 2005).

A Malasia tem sido favorecida pelas boas condi¢des climaticas e da
expansdo de plantios realizados em 1998. Atualmente devido a baixos pregos o
plantio tem sido suspenso (CAVALCANTE, 2005).

A producado de pimenta-do-reino na china tem crescido nos ultimos anos
alcancando 20.000 toneladas, destinada basicamente para o consumo interno.
(CAVALCANTE, 2005).

A quase totalidade da pimenta-do-reino produzida no pais destina-se ao
mercado externo (CAVALCANTE, 2005).

Em geral a pimenta-do-reino possui alto valor comercial podendo ser
comercializada na forma de pimenta preta, pimenta branca e pimenta verde em
conserva. Dos graos sao extraidos subprodutos que alcancam até trés vezes mais
que o prec¢o da pimenta, destacando-se dentre estes o 6leo. (CAVALCANTE, 2005).

A producdo de pimenta-do-reino no Brasil concentra-se nos meses de
setembro a novembro, coincidindo em parte com a safra da Indonésia que se
estande de agosto a outubro. A safra indiana tem inicio em janeiro e se estende até
marco, vindo logo apés a safra brasileira. No Vietna a safra coincide com a indiana
uma vez que se estende de fevereiro a abril. Na Malasia, que tem como principal
regido produtora Sarawak, a safra é logo apés a do Vietnd, estendendo-se no
periodo de maio a julho. Dessa forma a comercializacdo da safra brasileira tem
sempre a concorréncia da safra da Indonésia e das safras futuras da india, do Vietna
e da Malasia (CAVALCANTE, 2005).



Tabela 3: Maiores produtores de pimenta-do-reino, 1990 a 2002, em 1,0 t.

Paises india Indonésia Brasil Vietna Malasia
1990 55190 69899 78155 8623 31191
1991 47950 62549 83906 8877 29069
1992 52010 65014 33034 7830 26515
1993 50760 65782 42270 7500 18003
1994 51300 54043 34927 8900 16370
1995 60700 58955 33852 9300 15768
1996 61580 52168 32318 10500 16276
1997 56000 46600 22359 13000 18171
1998 57000 49660 23050 15900 19087
1999 66000 52188 27761 31000 21000
2000 66000 55000 38443 37000 21000
2001 66000 57000 49018 37000 21000
2002 58000 57000 45000 37000 22000

FONTE: Fonte: FAO (1990/2002), www.fao.org (19/02/2003)

Tabela 4: Maiores produtores de pimenta-do-reino, 1990 a 2002, em 1,0 t.

Paises | China | Sri Lanka | Tailandia | México | Gana | Outros
1990 11083 8732 10345 868 - 766
1991 9090 9938 10443 894 - 892
1992 13120 10888 10500 2, 395 - 11048
1993 12120 14100 9000 734 - 12187
1994 13135 14712 10232 940 - 13231
1995 12135 16000 10949 3599 - 1197
1996 14150 16890 7730 4120 1500 1322
1997 15150 17270 7074 1761 1500 11824
1998 17810 17160 6500 2700 2000 11275
1999 18160 17270 7000 2500 2000 11681
2000 17660 17000 7000 2500 2000 11041
2001 17660 17000 7000 2600 2000 11021
2002 18655 16830 9000 2500 2500 10822

FONTE: FAO (1990/2002), www.fao.org (19/02/2003)

3.3.4- Comercializagédo da pimenta-do-reino

Existe uma oferta de exportagcdo anual estimada em 220.000 toneladas e
a demanda em torno de 175.000 toneladas, indicando um excedente de 45.000
toneladas anual ou cerca de 25% da demanda mundial. Apesar do lucro dos
produtores estarem reduzindo, em consequéncia dos baixos precos, comparados
com outras “commodities” a produgdo de pimenta-do-reino é ainda um negdcio

atrativo. Considerando os investimentos que ja foram realizados e o custo da méo-

de-obra relativamente baixo nos paises asiaticos,

a oferta ndo cairda tao
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drasticamente. Outros paises, como o Camboja, seguindo o exemplo do Vietna,
estdo enviando esforgcos no aumento da producéo da pimenta-do-reino que, apesar
de ser pequena no momento, vem pressionar a oferta mundial (CAVALCANTE,
2005).

3.3.5- Doenca e métodos de cultivo

Durante 20 anos, de 1935 a 1955, a cultura da pimenta-do-reino partindo
do municipio de Tomé Acu, espalhou-se por varios municipios do Par4, sem ser
afetada por doencas ou pragas agricolas. O produto alcancava um bom preco nos
mercados nacional e internacional e o pipericultor prosperava com os lucros obtidos
com a venda da pimenta. A partir de 1957 comecaram a surgir 0s primeiros casos de
podriddo das raizes conhecida também como fusariose. Essa doenca causou a
morte de milhares de pimenteiras, resultando em grandes perdas de producéo,
reducao do ciclo produtivo da cultura de 20 anos para 6 a 8 anos e na emigracéo da
mais de 50% dos produtores de Tomé Acu para outros estados da Regido Norte,
para o Espirito Santo e Bahia. Os problemas sociais causados pela doenca
incluiram faléncias, venda de propriedades a baixo custo, mudanca de “status”
social, pois muitos produtores passaram de patrdes a empregados, outros mudaram
de profissdo. A incidéncia da doenca acrescentou, ainda, um carater ndmade a
cultura, pois quando o pimental era dizimado, o pipericultor adquiria outra area longe
da area destruida pela doenca abandonando toda a infra-estrutura da antiga
propriedade. Ecologicamente, tem sido um dos responsaveis pelo aumento dos
desmatamentos, devido a necessidade do abate de novas arvores para servirem de
tutores para as novas plantas, pois 0s pimentais sdo renovados a cada oito anos
(CAVALCANTE, 2005).

A infeccdo pode iniciar pelas raizes e ramos. Se as raizes de uma planta
sao infectadas, as folhas amarelecem e murcham, ocorre queda de folhas e de
internédios e a folhagem fica esparsa. Com o progresso da doenca a planta fica
totalmente desprovida de folhas e morre (Ver Figura 1, pag.33). Examinando-se o
sistema radicular observa-se auséncia de radicelas e apodrecimento das raizes mais
grossas.

Essa podriddo pode avancar até 30 cm acima do nivel do solo. O

apodrecimento pode atingir parte ou todo sistema radicular. Se todo sistema



radicular € atingido, a planta morre subitamente ficando com as folhas presas aos
ramos. Cortando-se os tecidos das raizes e da base do caule, observa-se o
escurecimento dos vasos condutores devido a obstrucdo causada pela acdo do
fungo. O patdgeno pode causar 0 apodrecimento de estacas, no viveiro, quando as
estacas sao oriundas de plantas doentes (CAVALCANTE, 2005).

Quando a doencga inicia pela parte aérea, em plantas bem vigorosas,
observa-se entre a folhagem verde escura, um ramo plagiotrépico amarelado.
Examinando-se o ramo até o ponto de inser¢cdo no ramo ortotopico observagdo uma
lesdo escura na regidao do né. Com o progresso da doenca, essa lesdo se estende
para cima e para baixo do ramo principal causando o Secamento de varios ramos.
Na fase final da doenca, surge uma exsudacao negro-brilhante na base da planta. A
doenca se espalha rapidamente fazendo com que as plantas morram num periodo
de dois anos.

A doenca é causada pelo fungo Nectria haematococca f. sp. piperis
(estadio assexual: Fusarium solani f. sp. piperis). A infeccéo radicular ocorre durante
0 periodo chuvoso, de janeiro a maio, mas as plantas exibem o0s sintomas
caracteristicos da doenca durante a estacdo seca. As condi¢des que favorecem a
doenca sdo excesso de umidade no solo, excessos de adubos nitrogenados,
estresse hidrico (CAVALCANTE, 2005).

FONTE: Soelange Bezerra Nascimento

Figura 1: Pimenteira-do-reino afetada por Fusariose.



3.5- FITOPATOLOGIA

E uma palavra de origem grega (Phyton: Plantas; Pathos: Doenca e
Logos: estudo), e indica a ciéncia que estuda as doencas das plantas, abrangendo
todos os seus aspectos, desde a diagnose, sintomatologia, etiologia, epidemiologia,
até seu controle (FERNANDES, 2005).

O desenvolvimento da Fitopatologia como ciéncia data de periodo
relativamente curto, ela desenvolveu-se ao longo dos anos. Atualmente, o crescente
e continuo aumento na populacdo mundial faz crescer a preocupagdo com a
guantidade e qualidade dos alimentos produzidos. Uma projecéo futurista faz-nos
levar imaginar que ndo teremos alimentos suficientes para alimentar a populacéo
terrestre nos préximos anos. Desta forma torna-se necessario buscarmos
instrumentos que permitam um aumento na producdo de alimentos. Entretanto, o
desenvolvimento da agricultura esta diretamente relacionado com algumas questdes
basicas como a influéncia de solos, clima, pragas e doencas, além do
desenvolvimento de avancos tecnoldgicos (FERNANDES, 2005).

A fitopatologia apresenta-se como ferramenta crucial para subsidiar o
desenvolvimento da producdo agricola, buscando solucionar o0s problemas
relacionados com o0 aparecimento de doencas que reduzem quantidade e a
qualidade dos alimentos produzidos (FERNANDES, 2005).

3.6- FAMILIA MELIACEAE

A familia Meliaceae possui 51 géneros e cerca de 1400 espécies, quase
todas lenhosas, nativas de regides tropicais e subtropicais dos dois hemisférios
(FORIM, 2006). Apresenta-se como uma das mais importantes familias com
espécies de grande interesse econémico e de alto potencial madeireiro no mundo, e
por este motivo sdo exploradas intensivamente em florestas tropicais mundiais. A
madeira de muitas espécies desta familia esta entre as mais procuradas como
madeiras comerciais do mundo (GOUVEA, 2005), principalmente para a indudstria
moveleira, além da possivel utilizagdo na arborizacdo urbana, e de possuirem
compostos ativos como metabolitos secundarios conhecidos como limondides e
meliacinas (GOUVEA, 2005). Essas substancias sdo utilizadas como repelentes de

insetos,como agao inseticida, fungicida , bactericida e antiviral em plantas e ainda



observa-se a ocorréncia de numerosas substancias com efeitos medicinais em
humanos e animais(GOUVEA, 2005).

A excessiva exploracdo de espécies de Meliaceae tem causado uma
reducdo consideravel na populacdo dessas espécies. No Brasil, esta desordenada
explorac&o ocorre principalmente na regido amazénica (GOUVEA, 2005).

Os géneros do velho mundo Melia e Azadirachta, os quais constituem a
tribo Melieae, sdo géneros de maior destaque em acdes contra insetos, partilham
um numero de caracteristicas anatbmica interessantes, que nunca foram
encontradas em outras Melidceas. Estes dois géneros estdo como 0s mais
estudados na fotoquimica, pois para esses géneros tem sido observada a ocorréncia
da subclasse de limonodides C-seco. O limondide C-seco de maior interesse nos
ultimos anos tem sido a azadiractina, que € encontrada em Azadirachta indica e
Melia azedarach (FORIM,2006).

Pennington & Styles (1975) realizaram ampla revisdo bibliogréafica sobre a
familia Meliaceae e seus respectivos géneros, sendo apontado por Muellner et al.
(2003), como um dos estudos mais importantes e completos da familia. Pennington
& Styles (1975) reconheceram a existéncia de quatro subfamilias: Melioideae, com
sete tribos contendo 35 géneros, entre as quais Melia, Trichilia e Guarea, e
Swieteniodeae, com treze géneros, incluindo Cedrela, Swietenia e Toona organizada
em trés tribos. As subfamilias Quivisianthoideae e Capuronianthoideae possuem
apenas um g@género cada, Quivisianthe e Capuronianthus, respectivamente
(GOUVEA, 2005).

A caracteristica Quimica marcante da familia Meliaceae é a presenca de
substancias amargas conhecidas como meliacinas ou limondides que apresentam
um esqueleto basico de 26 atomos de carbono em que também sdo encontrados,

nas familias Rutaceas e Cneuraceae (da SILVA, 2006).

3.7- METABOLITOS SECUNDARIOS

Segundo Balandrin et al., (1985), muitas plantas acumulam substancias
organicas que podem ser extraidas em quantidades suficientes para serem
economicamente utilizadas para as mais variedades aplicacdes cientificas,
tecnolégicas e comerciais. As substancias quimicas extraidas das plantas séo

normalmente classificadas em metabdlitos primarios e secundarios. Os metabdlitos



secundérios sdo compostos derivados biossinteticamente dos metabdlitos primarios,
mas tém distribuicdo limitada a determinados grupos taxondmicos do Reino Vegetal.
Eles ndo tém funcdo aparente no metabolismo primario das plantas, mas
freqientemente tem papel ecoldgico, como, atrativos polinizadores, representam
adaptacdes quimicas a pressao ambiental ou servem como defensores quimicos
contra microorganismos, insetos e predadores superiores e até mesmo contra outras
plantas. Os metabdlitos secundarios sao freqientemente armazenados pelas
plantas. Eles sdo usados comercialmente como compostos ativos biologicamente,
farmacéuticos conferindo sabor ou aroma, pesticidas, inseticidas (LOBO, 2009).

Os produtos naturais secundarios freqlientemente tém estruturas
altamente complexas, que determinam a atividade biolégica e muitas vezes nao
podem ser economicamente sintetizadas. Um bom exemplo desta situacdo é a
Azadirachtina, extraida da planta conhecida por neem, que é uma Meliaceae, e
possui uma estrutura bastante complexa e é utilizada como inseticida vantagem
econbmica, é que tanto os metabdlitos primarios quanto os secundarios podem ser
obtidos por processos relativamente simples, como a destilacdo a vapor ou por
extracdo com solventes aquosos ou organicos (LOBO, 2009).

As substancias secundéarias tém sido amplamente discutidas quanto as
seguintes fungBes ecoldgicas, alelopéticas, de atracdo de polinizadores, de defesa
contra herbivoros, patdgenos, e algumas como reguladoras do desenvolvimento de
plantas superiores (LOBO, 2009).

A procura de substancias de plantas com atividade bioldgica, sempre foi
um desafio para a ciéncia e uma questao necessaria a sobrevivéncia do homem. As
plantas produzem metabdlitos secundarios que desempenham importante funcdo na
manutencdo da espécie. Os metabdlitos secundarios sao Uteis na defesa da planta
contra predadores e patdégenos, alguns desses compostos possuem valor
agrondmico, industrial e medicinal, de modo que as plantas podem ser consideradas
como uma fonte rica para obtencdo e descoberta de farmacos, produtos
agroguimicos e outros compostos, que possam ter valor agregado, seja pela
natureza da atividade intrinseca, seja mediante transformacdes quimicas que
acrescentem valor no mercado e potencializem a sua agao (FORIM, 2006).

Os produtos metabdlicos secundarios de plantas desempenham um
importante papel no processo de descoberta de novos fungicidas, principalmente

agueles considerados ecologicamente corretos. Fungicidas nao toxicos aos animais



nem ao homem e néo persistentes, ou seja, que se degrada com maior velocidade
que os sintéticos existentes ndo deixando residuos nos alimentos ou no meio
ambiente. Dentro de um amplo universo de classes de compostos com
caracteristicas ou potencial fungicida, destacam-se os limondides.

Os limondides séo tetranortriterpenos modificados, também conhecidos
como meliacinas. S&o compostos encontrados em plantas da ordem Rutales. Em
particular, caracterizam os membros da familia Meliaceae, onde sdo diversos e
abundantes (FORIM, 2006).

Azadirachta indica estd entre as meliaceas mais estudadas com

aproximadamente 200 derivados do Tirucalol ou Eufol isolados e identificados

3.8- Azadirachta indica A. Jussieu (Neem)

O neem € uma arvore milenar, nativa da india (Figura 2, pag. 38), que
vem sendo utilizada ha séculos para o tratamento de doencas humanas e controle
de pragas. A planta neem vem fascinando cientistas de véarias areas, a medida que
seus biocompostos encontram uso na agricultura e medicina. Um grande nimero de
compostos biologicamente ativos tem sido isolados de toda planta, sendo assim
comercialmente exploraveis. A pesquisa que envolve a planta vem crescendo
significativamente, uma vez que seus principios ativos podem desempenhar um
papel importante no manejo integrado de sistemas e na medicina alternativa.
Compostos extraidos do neem se mostram seletivos, ndo-mutagénicos, rapidamente
degradaveis, com baixa toxicidade para organismos ndo-alvo e benéficos, com
minimos distirbios ao ecossistema. A arvore possui mais de 135 compostos
isolados e divididos em duas classes principais, 0s isoprendides e outros. Os
isoprendides incluem diterpendides e triterpendides, como nimbin, salanin e
azadiractina. Azadiractina principal limondide isolado do neem, tem demonstrado
varias atividades biologicas, altamente eficientes no controle de pragas. O uso de
extrato de neem tem sido testado em cultivo liquido contra fungos patdgenos do
solo, demonstrando inibicdo do crescimento de algumas espécies dos géneros
Fusarium, Rhizoctonia, Sclerotium e Sclerotinia. Varias partes da planta vém sendo
estudada, desde a folha até o 6leo extraido da semente em relacdo a essas doencas
fitopatdogenas reduzindo o crescimento e a esporulacdo de fungos. Assim existe uma

necessidade continua para o desenvolvimento de estratégias para o controle de



fungos patégenos de plantas por meio de uso de extrato naturais que preservem o
meio ambiente, fornecendo um controle mais eficiente e melhorando a qualidade e
rendimento de cultivos.O neem pertence a familia Meliaceae, na qual apresenta
diversas espécies de arvores conhecidas pela madeira de grande utilidade (FORIM,
2006).

3.8.1- O Neem no mundo
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Figura 2: Mapa da india, pais do Neem.

Fonte: http://www.sitesatlas.com/Maps/Maps/ind-pol.htm

Originaria do sudoeste da Asia e é cultivado em diversos paises da Asia,
em todos os paises da Africa, na Australia, América do Sul e Central. Ela foi
revelada para o mundo ocidental pelos trabalhos do Professor Dr. Heinrich
Shmutterer, da Alemanha, que constatou que durante as migracdes destruidoras dos

gafanhotos nas regides africanas, apenas restavam intocadas as arvores do Neem.



Seguiram-se estudos sobre a composicdo quimica da planta, descricdo de
moléculas e a identificacdo do principal composto, a Azadiractina (FORIM, 2006).

3.8.2- O Neem no Brasil

Figura 3: Regides onde as mudas do neem foram introduzidas no Brasil.
Fonte: http://www.riogrande.com.br/Clipart/mapasbr/BRASIL3.BMP

No Brasil, as primeiras plantas introduzidas para estudo como planta
inseticida foram feitas pelo Instituto Agronémico do Parana (IAPAR) (Figura 3, pag.
39), em Londrina em 1986 (FORIM, 2006), sendo hoje cultivada, de norte ao sul do
pais. Adapta-se bem a solos de baixa fertiidade como os solos de cerrado que
apresentam pH acidos, altos teores de aluminio, baixos teores de fosforo, calcio,
magneésio, potassio e zinco, baixos teores de matéria organica,baixa capacidade de

troca catidnica, baixas soma e, saturagdo de bases (FORIM, 2006).



3.8.3- A Arvore

Figura 4: Arvore do Neem

Fonte:http://evolutionagro.blogspot.com/2009_10_01_archive.html

A arvore (Figura 4, pag. 40) alcanca normalmente de 10 a 15 metros de
altura e 2,5 metros de circunferéncia, seus galhos formam coroas de até 10 metros
de diametro e seu tronco apresenta-se, geralmente, reto e curto, dotado de uma
casca grossa e enrugado. Suas folhas, sempre abundantes, exceto em periodos de
seca prolongada, sdo verde-escuras, compostas e imparipenadas, com frequente
aglomeracdo na extremidade dos ramos simples. As flores hermafroditas possuem
coloracdo branca e sdo aromaticas, estando reunidas em inflorescéncias densas.
Sao bastante procuradas pelas abelhas, que desempenham importante papel na sua
polinizacdo, se ndo prejudicadas nessa atividade. O fruto € uma baga ovalada, com
1,5 a 2,0 cm de comprimento e, quando maduro, apresenta polpa amarelada e
casca branca, contendo 6leo marrom no interior de uma semente ou, raramente, em
duas. Originario de clima tropical, 0 neem se desenvolve bem em temperatura acima
de 20° C, com precipitacdo pluviométrica anual entre 400 e 800 mm e em altitudes
superiores a 700 metros. E capaz de resistir a longos periodos secos e floresce, até
mesmo, em solos pobres em nutrientes, porém, ndo suporta locais encharcados e
salinos. O pH ideal do solo é de 6,2 a 7,0. Seu florescimento se da de fevereiro a



maio e seus frutos amadurecem de junho a agosto e a producéo dos frutos ocorre
apos o segundo ano de campo, chegando, cada planta, a produzir mais de 25 Kg
depois do quinto ano de plantio (FORIM, 2006).

3.8.4- Propriedades Agricolas e Medicinais

O neem tornou-se famoso por suas propriedades medicinais e agricolas.
Por séculos tem sido desta forma explorado pelos povos indianos. Existem registros
auténticos do seu uso medicinal em Arthashastra (Tratado de Polity) por Kautilya no
quarto século antes de Cristo. Varias partes de arvore foram empregadas por
Ayuverda um famoso médico Hindu (1000 d.C). Varios usos da arvore do Neem no
passado forma medicinal. As cascas, as folhas e as sementes (Figura 5, pag.42) tém
sido amplamente usadas nesse prop0sito. E muito comum o preparo de extratos
com estas partes da planta para uso medicinal, como por exemplo, a casca é
considerada um tdénico amargo, adstringente, antiséptico, antiperiodico, e febrifugo.
Ela é atil em casos de sede, nduseas, vomitos, Ulceras e doencas na pele. Ja as
folhas sdo usadas como antiséptico, anti-helmintico e também em urticéria, dor de
ouvido, tumores glandulares, erupcdo pustural, ictericia, erupcbes causadas por
coceira, queimaduras e Ulceras, além de outras erupcfes posturais, leucoderma,
diabetes. Os frutos sdo usados como purgante e emoliente. Sdo também
considerados Uteis contra vermes internos e doencas urinarias. O 6leo da semente é
considerado um poderoso remédio contra tuberculose, hanseniase, reumatismo,
vermifugo e também tdnico capilar e contraceptivo. As flores e os galhos, também
apresentam seus valores medicinais. Os ramos finos sdo usados como escova
dental considerado muito refrescante e higiénico. Apesar da grande aceitacao
popular das propriedades medicinais do neem, poucos estudos cientificos foram
realizados comprovando sua eficacia, necessitando de mais investimentos e
pesquisa nessa area. Desde a descoberta do neem para o mundo ocidental
centenas de trabalho foram desenvolvidas na busca de comprovacdes cientificas e
entendimento de suas ac¢des bioldgicas. Atualmente o neem tem acdo comprovada
sobre mais de 400 espécies de insetos e acaros causando os mais diversos efeitos
como repeléncia, reducdo de alimentacdo, repeléncia de postura, interrupcdo de

desenvolvimento e da acdise, atraso no desenvolvimento, reducédo da fertilidade e



fecundidade e diversas outras alteragcbes no comportamento e na fisiologia dos

insetos, que podem levar até a morte (FORIM, 2006).

Figura 5: Partes da arvore do Neem: Caule, Folhas e Sementes.

Fonte: http://www.plantaneem.com.br/arvore.htm

Do ponto de vista pratico, algumas caracteristicas tornam o0 neem
bastante promissor para o uso no controle de pragas, a planta ndo precisa ser
destruida para se produzirem os extratos possuem uma multiplicidade de compostos
0 que torna mais dificil aos insetos adquirirem resisténcia, a concentracdo dos
compostos ativos € alta, 0s compostos sdo solluveis em agua, sdo faceis de extrair e
com baixo custo, pela sua forma de acdo os compostos sdo mais toxicos as pragas
do gue aos inimigos naturais, 0os produtos sdo praticamente inGcuos ao ambiente e
ao homem, sdo totalmente biodegradaveis, com baixa persisténcia no ambiente
(FORIM, 2006).


http://www.plantaneem.com.br/arvore.htm

3.8.5- Produtos Industriais do Neem

Figura 6: Produtos industriais feitos de varias pértes da &rvore do Neem

Fonte: http://www.neembrasil.com.br/produtos.html

Devido as vérias propriedades do Neem tanto para a agricultura como
medicinal, no mercado mundial surgiu produtos (Figura 6, pag.43) para atender as
varias necessidades nessas areas, ou seja, das varias partes da arvore da vida
surgem produtos como o 6leo do neem que € usado em lamparinas e também como
lubrificante para maquinas. Suas folhas e ramos, no alimento de gado. Suas folhas e
sementes também sao utilizadas na reforma de solos desgastados e como adubo. A
polpa do fruto € um rico substrato para a producdo de gas metano. Sua madeira é
um excelente para a fabricacdo de mobilias, tabuas, painéis, brinquedos, arado e
lenhas. O neem ainda é usado como quebra vento e sombreamento as margens de
plantac6es e em reflorestamento por sua facil adaptacdo em diversos tipos de solos
e regides climaticas. A arvore do neem é também conhecida como amargosa
milagrosa, € uma arvore multiuso. A industria de cosméticos também faz uso desta
arvore, como para a fabricacdo de Xampu, 6leo para cabelo, tonico capilar e 6leo
para unha. Na Alemanha, do tanino da casca e do caule fabricam-se sabonete e
pasta dental. Mas também encontramos outros produtos fabricados a partir da

arvore do neem como, por exemplo, geléia, lapis, cha, cremes faciais, velas,



Incensos, formigantes e outros produtos acabados de alta qualidade em todo
mundo.

3.8.6- Classificacao Botanica

# Reino: Plantae

# Divisdo: Magnoliophyta

# Classe: Magnoliopsida

# Ordem: Sapindales

# Familia: Meliaceae

# Género: Azadirachta

# Espécie: Azadirachta indica

3.9- ROTA BIOGENETICA DOS LIMONOIDES

Os limondides sdo compostos que se originam do 6xido de esqualeno
(DEWICK, 1998). O oxido de esqualeno pode se ciclizar sincronizadamente gerando
um carbocétion precursor das estruturas policiclicas terpénicas. Dependendo da
enzima envolvida, o 6xido pode ser moldado e ciclizar na conformacdo cadeira-
barco-cadeira-barco gerando o cation protoesterii ou na conformacdo cadeira-
cadeira-cadeira-barco formando o cétion dammarenila apresentando cada cétion
uma estereoquimica diferente entre si.

O cétion protoesteril seguido por uma série de migracdes simultaneas de
Wagner-Meerwein de metilas e hidretos da origem aos triterpendides lanosterol e
cicloartenol. O grupo cicloartenol se caracteriza pela presenca de um ciclo propano
entre C-9 e C-10. Uma caracteristica adicional ao cétion protoesteril é que a Me-19 e
H-5, também estdo na posicdo trans-axial podendo ocorrer outras migracées de
metilas e hidretos, rearranjo de Wagner-Meerwein, ndo necessariamente levando a
formacao da ligacdo dupla entre C-8/C-9, mas levando a formacé&o de ligacdo dupla
entre C-5/C-6.

Com a migracéo de hidretos e metilas no cation dammarenila obtém-se os
isémeros Eufol (C-20(S)) e Tirucalol (C-20(R)). Muitos quassindides e triterpeno C30
apresentam configuracédo C-20 (R) sugerindo o Tirucalol como precursor, porém nas

folhas de Azadirachta indica o Eufol foi convertido para o limondide nimbolido mais



eficiente que o Tirucalol. Entdo tanto o Eufol quanto o Tirucalol s&o precursores dos
limondides (FORIM, 2006).

Em um primeiro momento ocorre uma migracdo na dupla ligacdo desses
compostos para o C-7 formando uma classe de triterpeno denominada
protolomondides representada pelo Butirospermol. Os protolomondides também s&o
conhecidos por conterem cadeia lateral intacta com 8 &tomos de carbono
(FORIM,2006).

Derivados dos protolomondides e precursores mais diretos dos
limondides h& o grupo dos apo- limondides que séo formados por protolomondides
que apresentam uma dupla ligagdo em C-14, com um grupo metilico com
configuracdo em posigcao 3 em C-8, além de um grupo hidroxilico em posi¢cao a em
C-7 (FORIM,2006).

Estruturalmente os limondides s&o considerados derivados dos
protolomondides por uma série de rea¢des oxidativas acompanhadas de rearranjos
moleculares. As oxidacfes sdo preferencialmente epoxidacdes de ligacbes duplas
ou lactonizagBes do tipo Bayer-Villinger de cetonas catalisadas pela enzima mono-
oxigenase. Ha interesse consideravel na maneira pela qual a cadeia lateral do
triterpeno precursor dos limondides € transformada no anel furano B-substituido com
a perda de quatro atomos de carbono. Duas propostas sdo bem aceitas sugerindo
transformacao na cadeia lateral através de reacdes de oxidacédo (FORIM, 2006).

O género Azadirachta apresenta inumeros limondides que foram
classificados. Cada composto oi alocado dentro de um grupo de acordo com suas
caracteristicas estruturais. A seqiéncia dos grupos segue uma ordem biogenética

proposta sendo cada um nomeado por seu principal representante (FORIM, 2006).

3.9.1- Género Azadirachta

Pertencente a subfamilia Melioideae da familia Meliaceae, o género
Azadirachta constitui a tribo Meliaea e é composto pelas espécies indica e excelsa.
A seguir encontra-se a revisdo dos compostos isolados em cada género com seus

respectivos nomes.

3.9.1.1- Substancias isoladas do Género Azadirachta



3.9.1.1.1- Cicloartanos e Esterdides

Este grupo possui compostos derivados da rota Biosintética dos
cicloartanos e esterdides. Os esterbides se caracterizam por ndo apresentarem
metilas ligadas ao C-4 e C-8 eliminadas em etapas posteriores a ciclizacdo do oxido

de esqualeno (FORIM, 2006).

4,14q- Dimetil -5a-ergosta-8,24(28) 2,3p,4p- Triidroxipregan-16-ona

3.9.1.1.2- Protolimondides, apo- protolimondides e limondides

3.9.1.1.3- Grupo Protolimondides

Os protolomondides sdo considerados o0s precursores biossintéticos
dos limondides contendo ainda os 8 &tomos de carbono na cadeia lateral.

Protolimondides derivados do Eufol/Tirucalol

Limocinona Tirucalol



Protolimondide derivado do Butirospermol

Meliantriol

Protolimondide derivado do Butirospermol Oxidados no C-16

Limocinol

3.9.1.1.4- Grupo Apo-protolimondides

Os apo-protolimondides s&o caracterizados pela presenca de A
supostamente formados a partir dos protolimondides apds um apo rearranjo. Sao
considerados o0s precursores mais diretos dos limondides uma vez que esses
normalmente apresentam a mesma insaturacdo ou posterior oxidacdo da ligagcao

dupla.

" O\\\\\“

1a,7a — Diacetoxiapotirucal-14-eno-3a,21,22,24,25- Pentaol

Azadirol



A estrutura abaixo € apo-protolimondide com o anel D expandido apds
sofrerem uma reacao de Baeyer-Villinger:

Meliacinina

As estruturas abaixo sdo apo-protolimondides com anel de 5 membros na
cadeia lateral:

HOy,, O

3

Azadirachtol (20,22-desidroazadirachnol)

Azadirachnol

A estrutura abaixo é apo-protolimondide com anéis de 6 membros na
cadeia lateral:

7,

OH OH
O

ey, Won

%,

Diepoxiazadirol



Apo-protolimondides derivados da perda de quatro atomos de carbono na

cadeia lateral:

OCH,Me

OMe

oy
"oAc

\\\\\\\\‘

Limocina C

Limocina A

Apo-protolimondides derivados da perda de quatro atomos de carbono na

cadeia lateral com uma ponte éter entre C-28/C-6:

S K2
AcON "/oH

\\\\\\“.
O//Iu,.

,u//, //0 H

Aco™
Nio nomeado

\\\\\\\‘.
O,

Desoxiazadirachtolido

Apo-protolimonodides com um grupo y-hidroxibutenolideo

OAc

AcO.

gy
| >

iy, //O "

2
Z
Z

o, o
OH Nimocinolido

\\\\\\“

Salimuzzalina



Apo-protolimondides com um grupo y-hidroxibutenolideo com diversas

oxidacoes:

o
s yZ

Meliatetraolenono Nimbocinolido

“uy,
"ToAc
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OMe

Apo-protolimonoides derivados da perda da cadeia lateral:

COOH
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70Ac

‘
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W

Desfurano-6a-hidroxiazadiradiono Acido Nimolicinoico



3.9.1.1.5- Grupo Azadirono e seus analogos naturais

Esse grupo é constituido por limondides com todos os anéis triterpénicos
intactos.

.,u/////®
(e}

i,
"Inc

o
W

OH

Azadirono Nimonol (6a-Hidroxiazadirona)
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OAc

Meldenina



Compostos Oxidados do Grupo Azadono:

oy
"0Ac

\\\\\\“

17B-Hidroxinimbocinol (7-Desacetil-17B-hidroxiazadiradiono) 17p-Hidroxiazadiradiono

1a,2a-Epoxi-17B-hidroxiazadiradiono

3.9.1.1.6- Grupo Homoazadirono:

E um grupo caracterizado por compostos homdlogos do azadirona tendo
o anel A sete membros. A extensdo ocorreu pela incorporacdo de uma das metilas
do C-4.

1,2- Diidro- 4a, 6a- A-homoazadirono(4a-Hidroxi- A-isomeldenina)

3.9.1.1.7- Grupo Gedunina

4a,6a-Diidroxi-A-homo-azadirono

Compostos caracterizados por uma extenséo oxidativa do tipo Baeyer-

Villinger no anel D.



Desoxigedunina

K OAc

Nimolicinol

3.9.1.1.8- Grupo Vilasinina

Fazem parte deste grupo os limondides com o esqueleto triterpénico

intacto apresentando uma ponte éter entre C-28/C-6.

W///OH

AcO

"

Oy

.,
HO “Ion

"

O

1,3-Diacetilvilasinina

Vilasinina

Neste grupo pode ser acrescentado o meliacinol possivelmente

biossintetizado a partir da vilasinina.

Meliacinol



3.9.1.1.9- Grupo Nimbina

Grupo caracterizado pela presenca de um anel C-seco e uma ponte
éter entre C-7/C-15.

‘OOMe OAc

Nimbina

Nimbinal (Nimbanal)

3.9.1.1.10- Grupo Nimbolideo:

Compostos C-seco com ponte éter entre C-28/C-6.

MeO,C,

o

28-Desoxonimbolido 2,3Diidronimbolido

3.9.1.1.11- Grupo Salanina

Limondides C-seco ndo apresentando o grupo cétonico no anel A.

MeO,C @
_
N\

AcO HO

e &

2

Salanina 3-Desacetylsalanina



3.9.1.1.12- Grupo Nimbineno:Grupo formado por 28 nor-limondides.

MeO,G i MeOG @
o = o =

\ N
N R

OAc OH

Nimbineno 6-Desacetilnimbineno

3.9.1.1.13- Grupo Nimbolinina: Sdo compostos derivados de limondides C-seco

rearranjados em um anel C de sete membros.

1,3-Diacetil-7-cinnamoil-nimbolinina (Nimbolina B) 1-Tigloil-3-acetil-7-cinnamoilnimbolinina (Nimbilina)

3.9.1.1.14- Grupo Azadirachtina

Constituido por limonoides C-seco com variadas modificagcdes no
esqueleto triterpénico e diversos grupos funcionais. Seu principal representante é
azadiractina A.



A K7

"
Su,,

HOH,C

Azadirachtina M

Azadirachtina K

3.9.1.1.15- Grupo Azadirachtol

Tem como principal composto a Azadirachtina B. Estes compostos se

diferenciam do grupo Azadirachtina por ndo apresentarem um grupo hidroxila em C-
11.

.,/,,//OH

Azadirachtol

Azadirachtina B (3-Tigloilazadirachtol)



3.9.1.1.16- Grupo Meliacarpina

Estes compostos possuem um grupo metilico e ndo o carboximetila em C-

4 presentes nos compostos dos grupos Azadirachtina e Azadirachnol.

Azadirachtina F Azadirachtina D

3.9.1.1.17- Grupo Meliacarpinina e Azadirachtina

Os compostos deste grupo sao meliacarpinas e azadirachtinas
rearranjadas através da formacéo de uma ponte entre C-7/C-13 pela abertura do
epoxido C-13/C-14.

1-Tigloil-3-acetilazadirachtinina 1-Tigloil-3-acetil-11-metoxiazadirachtinina



4- PARTE EXPERIMENTAL

4.1- COLETA E IDENTIFICACAO DO MATERIAL BOTANICO

A coleta do material botanico foi realizada na reserva florestal da
EMBRAPA- Amazoénia Oriental em Belém-Pard, pelo professor Dr. Antbnio Pedro da
Silva Souza Filho. Foram coletadas 10 Kg de folhas da espécie fresca. As amostras
foram cuidadosamente escolhidas e identificadas.

4.2- OBTENC}AO DE EXTRATOS BRUTOS

As folhas de Azadirachta indica foram secas em estufa com circulacéo de
ar, & temperatura de 45° C e posteriormente trituradas em moinho de facas,
resultando em um total de 2 Kg . Em seguida, realizou-se a extracdo a frio em
periodo de cinco dias, utilizando-se 6 litros de hexano para cada periodo de 5 dias,
resultando em extrato bruto hexanico e residuo. Ao residuo foram adicionados 6
litros de diclorometano durante cinco dias, resultando em extrato bruto
diclorometano e outro residuo. Ao segundo residuo obtido foi adicionado 6 litros de
acetato de etila durante cinco dias com a obtencdo do extrato acetandlico mais o
residuo. No terceiro residuo adicionou-se metanol no mesmo periodo de tempo
resultando o extrato bruto metandlico. O extrato utilizado para andlise foi o
metandlico, que esta sendo citado em todo trabalho.

Nos fluxogramas |, Il, lll e IV séo relatadas as metodologias utilizadas
para a obtencdo dos extratos brutos, fracionamento do extrato metandlico,
fracionamento da fracdo EME e isolamento das substancias, respectivamente.



FLUXOGRAMA I: OBTEN(;AO DOS EXTRATOS BRUTOS E DAS FRAC}@ES DA
FOLHAS DE Azadirachta indica.

Material
Botanico Seco
e Moido 2 Kg

Hexano 6L (5 dias) IDicIorometano 6L (5 dias) AcOEt 6L (5 dias) MeOH 6L (5 dias)

Extrato
Hexanico

Extrato
Diclorometano

Extrato Acetato
de Etila

Extrato
Metanolico



4.3- FRACIONAMENTO DO EXTRATO METANOLICO DAS FOLHAS DE
Azadirachta indica

Uma amostra do extrato metandlico das folhas de Azadirachta indica
(20g), foi fracionada por CCVU filtrante em silica gel, utilizando-se misturas de
solventes com polaridades crescentes, em um volume calculado* de 180 mL de
cada sistema: Hexano/acetato de etila 10%,Hexano/ acetato de etila 30%,
hexano/acetato de etila 50%, Acetato de etila 100%, Acetato de etila/ Metanol 50% e
Metanol 100%, Obtendo-se apdés a evaporacdo dos solventes as seguintes
fracbes:EMA, EMB, EMC, EMD, EME e EMF. ApéGs testes fitopatdgenos no
Laboratério de fitopatologia da Embrapa, obteve-se um resultado de 100% de
atividade em relacao ao fungo estudado, da fragcdo EME (9.4102 g).

*Equacéo para o calculo do volume: V=nr’h
Onde, r € o raio da coluna e h a altura da silica ap6s o empacotamento.

FLUXOGRAMA II: FRACIONAMENTO DO EXTRATO BRUTO METANOLICO DAS
FOLHAS DE Azadirachta indica.

Extrato
Metanolico 20 g

Coluna Filtrante

EMA EMB EMC EMD EME EMF
Hex./ACOEt Hex./ACOEt Hex.JACOEt ACOEt 100% ACOEt/MeOH MeOH 100%
10% 30% 50% 50%
M: 9, 4102 mg

Teste Fitopatégeno

100% de Atividade



4.4- METODOLOGIA DE SEPARAC}AO POR CLAE
4.4.1- Pré-tratamento usado para a fracdo EME.

O método empregado foi a Extragcdo em Fase Sélida (EFS), buscando-se
reter as impurezas e/ou interferentes deixando passar o analito de interesse.

Foi utilizado cartucho strata-C18 Phenomenex com 10 mg de fase
estacionaria e 1 mL de volume. O cartucho foi condicionado com 800 uL de
acetonitrila e 1 mL de agua. A fracdo EME foram adicionados 800 pL de acetonitrila
e para facilitar a solubilizacdo esta fracdo foi levada ao ultrassom e em seguida
foram adicionados 200 uL de agua e novamente levada ao ultrassom, sendo em
seguida inoculada no cartucho. O sistema cromatografico foi composto por:

Uma coluna C18 Gemini (150 x 4,6 mm, 5u),com pré-coluna.

A Fase Movel é composta por Solvente A, agua, solvente B, Acetonitrila,

variando de 5 a 100% de B em 60 minutos, vazdo de 1 mL/ min.

A solucao foi aplicada no cartucho, recolhendo-se a solucdo de interesse
e em seguida, o solvente foi evaporado na capela.

Apéds a evaporacdo do solvente, o residuo foi ressuspendido em 1mL de
Acetonitrila, onde retirou-se uma aliquota de 20 pL, injetando-a no cromatografo
liquido, com um intuito de se obter um perfil cromatografico da amostra na
programacao de Gradiente Exploratério variando-se de 5% a 100% do modificador
organico, em 60 minutos de andlise. A vazéo da fase movel foi de 1 mL por minuto,
e o0 detector de absorbancia na regido do ultra-violeta do sistema CLAE analitico
estava operando com os comprimentos de onda de 215 a 220 nm.

Considerando-se o perfil cromatografico da fracdo EME e objetivando-se
a otimizacdo para o isolamento das substancias de interesse, realizou-se tal
gradiente para prever a possibilidade de elucidacédo no modo isocratico. Baseado na
relagdo (T, — Trw)/ Tg que apresentou valor inferior 0,4 segundo SNYDER,
KIKERLAND e GLAJCH (1997), foi realizado o célculo e o resultado obtido para a
relacdo foi de 0,28 demonstrando que a separacdo podia ser realizada no modo

isocratico.



4 .4.2- Isolamento das substancias

Depois de determinado o melhor sistema de separagcédo das substancias
no modo isocratico, a fracdo EME que deu 100% de atividade em testes
fitopatdgenos em relacdo ao fungo da fusariose, foi recromatografada em CCVU
resultando em 38 fraces. Da reunido das fracfes 9 a 12 surgiu uma fracdo EMEg.;2
que também foi recromatografada em CCVU, no sistema CH,Cl,:AcOEt:MeOH
(55%:40%:5%) obtendo-se as seguintes subfracdes: FrA (87,8mg), FrB (277 mg),
FrC (96,8 mq), FrD (71,4mg), FrE (63,5 mg) e FrF (50,5 mg). A sub-fracéo FrB (277
mg) foi submetida a isolamento em HPLC semi- preparativo, usando para isso:

Um cromatografo Liquido de Alta Eficiéncia Varian Polaris, composto por
duas bombas modelo Prostar 210-215, detector com duplo canal de absorbancia na
regido do ultravioleta e do visivel, operando com comprimento de onda 220 a 254
nm, modelo Prostar 325, injetor de amostras Rheodyne 7752i, com alca de
amostragem de 20 uL para o analitico e 200 pL para o semi preparativo; interface de
comunicacao Varian, modelo RS-485/422 LCs acoplado a microcomputador Pentium
IV software de integracao Star WS WinXP.

Como fase estacionaria utilizou-se uma coluna semi- preparativa Gemini
C 18 5u 15 cm e pré-coluna de C 18. Como fase movel utilizou-se uma mistura dos
solventes, agua ultra-pura, obtida de um sistema Millipore (Direct- Q® 3), Metanol
grau HPLC (TEDIA). Os solventes foram filtrados em membrana de nylon de 0,45
pum, usando-se um fluxo de 4,6 mL/min.

O cromatograma A, mostrado na figura 7, pagina 62, representa o modo
como as fragcbes foram coletadas no processo de separagdo, em escala semi-
preparativa, de alguns constituintes majoritarios presentes na fracdo FrB. Isto
resultou em 05 novas fracdes como: FrB1os (4,1 mg), FRrB110 (7,5 mg), FRrB1,4(5,3
mg), FrB1;, (5 mg) e FrB1;3 (6,2 mg), sendo que apenas trés (FRrBlio, FRrl;; e

FrB1;3) estdo em analise fitopatdégenas.



As substancias isoladas nas subfracdes FRrBl,,, e FRrB1;, tiveram
suas estruturas determinadas por métodos espectrométricos de andlise e entdo

receberam as seguintes denominacgdes L, e L, respectivamente.

FIGURA 7: Cromatograma A: Perfil cromatogréfico dos constituintes
majoritarios da Fracdo EME. Fase movel composta por Solvente A=H20 e Solvente
B= Acetonitrila, variando, variando de 5% a 100% de B, em 60 minutos. Detecc¢éo de
215 a 220 nm.



FLUXOGRAMA Ill: FRACIONAMENTO DA FRACAO EME PARA ISOLAMENTO
DAS SUBSTANCIAS DE FOLHAS DE Azadirachta indica.

EME

AcOEt/MeOH 50%

m: 7, 6056 mg

CCVU (HEX/AcOEt/MeOH
38 Fragdes

EMEqg.1>

m: 749 mg

CCVU (Diclorometano/AcOEt/MeOH)

55%%: 40% : 5%

FrA FrB FrC FrD Fre FrF
87,8 mg 277 mg 96,8 mg 71,4 mg 63,5 mg 50,5 mg
HPLC

Ll I—2



FLUXOGRAMA IV: ISOLAMENTO DAS SUBSTANCIAS

FrB
277,0 mg
Isolamento das Substancias
Injetadas em HPLC (H20(A) / ACN(B) 30%)
FrBlyg FrBls:,
7,5 mg 5,0 mg
L]_ I—2

Teste
Fitopatogeno



4.5- MATERIAIS E TECNICAS UTILIZADAS

v Nas separacdes cromatograficas em coluna, foi utlizada como
adsorvente silica gel (65x250 mesh) SORBENT TECHNOLOGIES.

v" A cromatografia em camada delgada comparativa (CCDC) foi efetuada
usando silica gel TLC plates, w/UV 254, aluminium backed, 200um, 20x20 cm
SORBENT TECHNOLOGIES.

v" Foi utilizado como revelador solucao de sulfato cérico.

v' Os solventes utilizados foram da marca TEDIA BRASIL, grau HPLC.
Todos foram utilizados apés serem filtrados a vacuo em um sistema de filtracédo
PHENOMENEX ® com um funil de 300 mL e frasco coletor de 1L, utilizando-se
membranas de nylon 47 mm de diametro e poros de 0,45 pum.

v' A 4gua pura utilizada na composicdo das fases moveis foi obtida em
um sistema Millipore DIRECT-Q3® (18,2 MQ. cm).

v' A homogeneizagdo das amostras foi realizada em agitador vortex
VERTEX ©®QL-901.

v Para pesagem das fracbes foi utilizada uma balanca analitica
SARTORIUS ®BP 210 S com preciséo de 0,0001 g.

4.6- EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS UTILIZADOS

v  Espectrdmetro de Ressonancia Magnética Nuclear — Modelo
MERCURY 300- Varian.

v Cromatégrafo Liquido de alta Eficiéncia Shimadzu, composto por duas
bombas, modelo LC-10AD, detector com unico sinal de absorbancia na regido do
ultravioleta, operando com comprimento de onda em 215 a 220 nm modelo SPD-
10AV, degaseificador de membrana, modelo DGU-14A, injetor de amostras
Rheodyne 7752i, com alca de amostragem de 20 pL, interface de comunicacéo
Shimadzu, modelo CBM-10 acoplado a microcomputador Pentium Il com software de
integracéo Class LC-10A.

v’ Seringas Hamilton com capacidade de 20 e 200uL.



4.7- METODOS UTILIZADOS NA DETERMINACAO ESTRUTURAL DAS
SUBSTANCIAS ISOLADAS

Na determinacdo das estruturas das substancias L; e L, foram
empregados métodos espectrométricos de analise de RMN unidimensionais (*H, **C
e DEPT além de UV).

4.7.1- Técnicas Utilizadas

4.7.1.1- Cromatografia

v' Para a cromatografia em coluna foi utilizada a fase estacionaria silica-
gel (65x250 mesh) SORBENT TECHNOLOGIES, numa proporcao de cerca 0,2 g de
amostra. J4 para a fase moével foram utilizados os solventes: Hexano, Acetato de
Etila e Metanol.

v" Foi realizado em coluna de vidro, sendo o didmetro e a altura da coluna
variando em funcdo da quantidade de amostra. A fase estacionaria foi colocada na
coluna apéds ser misturada a um solvente de escolha prévia e a amostra escolhida foi
fracionada com misturas de solventes em ordem crescente de polaridade (fase
movel).

v As colunas para CLAE usada: coluna semi-preparativa Gemini® C 18

5u 15 cm e pré-coluna de C 18.



5- RESULTADOS E DISCUSSAO

Na investigacdo quimica das folhas do Neem (Azadirachta indica) foram
isoladas cinco substancias pertencentes a classe dos limondides, sendo que apenas
duas tiveram suas estruturas determinadas (L; e L3), as quais foram obtidas da
fracdo 100% MeOH, oriunda do fracionamento do extrato metandlico das folhas de
Azadirachta indica.

A determinacéo estrutural das substancias isoladas foi feita com base na
anélise dos dados espectrométricos de RMN *H, RMN *3C, COSY *H x 'H, DEPT,
HETCOR e HMBC, e por comparacdo com a literatura. A andlise dos espectros das
substéancias isoladas evidenciou deslocamentos quimicos muito semelhantes o que

levou a classificar tais substancias como pertencentes a mesma classe.

5.1- ESTRUTURAS DOS LIMONOIDES IDENTIFICADOS DE Azadirachta indica

mill
",
////
7,




5.2- DETERMINA(;AO ESTRUTURAL DAS SUBSTANCIAS L; e L3
5.2.1- Determinagéo estrutural de L,

As substancias foram obtidas em mistura, por HPLC, da fracdo FRB;
obtida a partir do refracionamento do extrato hexanico das folhas de Azadirachta
indica. A determinacéo estrutural foi feita a partir de andlises dos espectros de RMN
'H e ¥C bem como comparacdo com a literatura.

A definicdo da estrutura da substancia L; foi iniciada analisando os
espectros de RMN a partir de sinais bem caracteristicos para limondides. O espectro
de RMN 'H (FIGURAS 8 e 9, pag. 70 e 71), mostrou sinais caracteristicos de
hidrogénios olefinicos, metilénicos e metilicos, levando a sugerir uma substancia de
esqueleto limonoidico. A presenca de singletos em dy 5,67 a 5,95 de hidrogénios
olefinicos sugere a presenca de duplas, também caracteristicos de limondides
(FORIM, 2006). Outros deslocamentos que caracterizam o esqueleto triterpénico sao
0s sinais que aparecem entre os deslocamentos 64 0,98 e 2,08 caracteristicas de
metilas. Um sinal marcante nos espectros de RMN de hidrogénio que caracterizam
os limonodides sao os sinais referentes ao anel furanico (64 7,19 [s]; 6,24 [s] e 7,34
[s]), 0 que para esta mistura notou-se a auséncia destes sinais, nos levando a supor
que o anel furanico sofreu modificacdo na sua estrutura. Como a quantidade de
massa obtida a partir do isolamento foi inferior a 10 mg os espectros ndo obtiveram

uma resolucao suficiente para assinalar a intensidade e multiplicidade dos sinais.



FIGURA 8: Espectro de RMN *H de L; (CDCls, 300 MHz)




FIGURA 9: Expanséo do Espectro de RMN “H de L; (CDCls, 300 MHz)




O espectro de RMN *3C (FIGURAS 10 e 11, pags. 73 e 74) quando
assinalado em conjunto com o espectro de DEPT (FIGURA 12, p4g. 75) permite
relacionar 50 sinais de carbono de esqueleto tetranortriterpénico, indicando mistura
de 2 e 3, dos quais podemos destacar:
» Trés carbonos carbonilicos, sendo um de cetona (8¢ 219,5); um de anel
lacténico (&c 174,75) e um de grupo acetato (d¢ 164,6).
» Quatro sinais de CH olefinico (d¢ 114,7; 114,9; 118,8 e 119,9).
» Trés C olefinicos nao hidrogenados (6¢ 130,2; 130,4 e 149,5).
» Onze C saturados oxigenados (d¢ 70,9; 71,70; 72,0; 72,2; 74,9; 78,0;
86,07; 87,8; 88,1; 97,6 e 98,6).

» Trés C saturados nao hidrogenados (6¢ 38,4; 39,0; 39,1;)

» Doze CH, alifaticos (6¢ 17,6; 20,2; 24,9; 30,2; 30,4; 30,6; 30,9; 32,3;
33,8; 34,7, 37,6; 38,0).

» Quatorze CHj3 (6¢ 12,7; 13,0; 13,4; 13,5; 15,0; 15,7; 16,7; 16,8; 19,1;
19,7; 19,8; 20,4; 20,8; 27,6)
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FIGURA 10: Espectro de RMN **C de L, (CDCls, 75 MHz)
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FIGURA 11: Expans&o do Espectro de RMN **C de L; (CDCls, 75 MHz)
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FIGURA 12: Espectro de DEPT **C de L, (CDCls, 75 MHz)



A partir da interpretacdo desses conjuntos de sinais e andlise dos
espectros de RMN **C comparados com os dados da literatura (Tabela 5, pag. 76),
foi possivel confirmar a presenca do limonoide pertencente ao grupo Meldenino

substancia L1

TABELA 5: Dados espectrais de RMN *3C para L (CDCl3 75 MHz).

C 6cdel; &clLit. (FORIM, 2006; JARVIS,1997)CDCl3
1 37,6 38,1
2 32,3 32,6
3 219.5 217,7
4 N.O 46,3
5 47,7 47,7
6 72,0 72,2
7 72,3 73,3
8 44,1 44,5
9 39,1 39,7
10 39,0 38,1
11 15,7 16,0
12 32,3 32,3
13 48,7 47,1
14 159,6 160,1
15 119,9 120,4
16 34,7 34,3
17 50,4 51,5
18 20,4 20,4
19 16,7 16,3
20 130,2 130,2
21 169,4 145,3
22 78,3 77,0
23 98,7 -
28 30,9 31,1
29 19,1 19,4
30 249 25,4
AcO 169,4 170,2

N.O: Nao Observado

5.2.2- DETERMINACAO ESTRUTURAL DE L,

A substancia L, foi isolada por HPLC, da fracdo FrB obtida a partir do

refracionamento do extrato hexanico das folhas de Azadirachta indica. A



determinacdo estrutural foi feita a partir de anélises dos espectros de RMN *H e **C
bem como comparagao com a literatura.

A definicdo da estrutura da substancia L, também foi iniciada analisando
os espectros de RMN 'H a partir de sinais de hidrogénios caracteristicos de
limondides. O espectro de RMN 'H (FIGURA 14, p&g. 79) mostrou sinais
caracteristicos de hidrogénios olefinicos, metilénicos e metilicos, levando a sugerir
uma substancia de esqueleto tetranortriterpénico, principalmente por ter sido
observado, neste espectro, um numero grande de sinais singletos na regiao de
hidrogénios metilicos, seis no total, que podem ser atribuidos a sete metilas, sendo
quatro ligadas a carbonos totalmente substituidos (oy 1,19; oy 1,06; &4 1,01 e Oy
0,96) duas metilas ligadas a carbono olefinico totalmente substituido (&4 2,20 e &4
1,88) e uma metila (64 1,96) de grupo acetato. A presenca de dois hidrogénios
metinicos ligados a carbonos oxigenados fica comprovada pela exibicdo de dois
sinais tripletos em &y 4,90 (J=3,0 Hz) e &y 4,78 (J=3,0 Hz). Neste espectro
observam-se também sinais duplo dupletos em &y 5,51(J=1,74 e 3,0 Hz); &4 4,14
(J=3,3 e 12,0 Hz) e oy 4,12 (J=3,3 e 12,0 Hz) integrando para 1H cada,
caracterizando-os como um hidrogénio olefinico e dois hidrogénios metinicos ligados
a carbono oxigenado respectivamente. Ainda no espectro observa-se um singleto
largo em &y 5,68 integrando para 1H caracterizando um hidrogénio olefinico ligado a
um carbono conjugado a carbonila de éster.

O espectro de RMN C de L, (FIGURAS 16 e 17, pag. 81 e 82) quando
assinalado em conjunto com o espectro de DEPT (FIGURA 18, pag. 83) permite
relacionar 33 sinais de carbonos de esqueleto limonoidico, dos quais podemos
destacar:

» Dois carbonos carbonilicos sendo um de acetato 6¢c 170,46 e um
de éster conjugado 6¢c 165,67.

» Dois carbonos olefinicos nédo hidrogenados &c 160,42 e 0&c¢
157,43.

» Dois CH olefinicos 6¢ 120,60 e 6¢ 115,97.

» Quatro CH saturados oxigenados &¢c 77,42; 74,07; 73,02; 71,81 e
71,12.

» Trés CH; saturados oxigenados &¢ 77,42; 64,22 e 60,74.

» Quatro C saturados nao hidrogenados &c 46,63; 45,70; 42,24,
39,72.



» Quatro CH saturados &¢ 54,29; 39,77, 39,27 e 33,35.
» Cinco CH, alifaticos 6c 34,77; 34,33; 33,12; 27,46 e 15,59.
> Sete CH; 0¢ 27,63; 26,20; 20,46; 19,52; 19,86; 15,59; 15,42.

A anélise do espectro de correlagdo COSY *H x *H (FIGURA 15, pag. 80)
permitiu confirmar os acoplamentos entre os hidrogénios a 2J e J as quais podemos

visualizar na figura 13, indicando as correlagdes mais relevantes:
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FIGURA 13: Correlacdes a duas e trés ligacdes entre os hidrogénios de L.

Com as informacdes obtidas dos espectros de RMN *H e 3C e por
comparacao com os dados citados na literatura (RAGASA, et al., 1997) podemos

concluir que L, é deoxiazadirachtolideo.



Figura 14: Espectro de RMN *H de L, (CDCls, 300 MHz)



FIGURA 15: Espectro COSY *H x *H de L, (CDCls;, 300 MHz)




Figura 16: Espectro de RMN **C de L, (CDCI3, 75 MHz) .




FIGURA 17: Expanséo do Espectro de RMN *C de L, (CDCI3, 75 MHz).
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FIGURA 18: Espectro de DEPT de L, (CDCl3, 75 MHz).
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TABELA 6: Dados espectrais de RMN 'H L, (CDCI5,300 MHz).

Hidrogénio O Literatura (RAGASA et al., 1997) oL,
1 4,70 (t, 3.0 Hz) 4,72(t, 2.7 Hz)
2,2 2,15 (m) 2,15(m)
3 4,90 (t, 3.0 Hz) 4,90(t, 2.7 Hz)
5 2,65 (m) 2,67(m)
6 4,11 (dd, 3.3,12 Hz) 4,12(dd, 3.0,10.
2 Hz)
7 4,14 (s, br) 4,14(s, br)
9 1,65 (m) 1,64(m)
11,11 1,38 (m), 1,55 (m) 1,35(m),
1,54(m)
12,12 1,60 (m), 2,55(m) 1,61(m),
2,55(m)
15 5,50 (dd, 1.74, 3.0 Hz) 5,51(d, 2.1)
16 2,25 (m), 2.20 (m) 2,25(m),
2,18(m)
17 1,80 (m) 1,80(m)
18 1,0 (s) 1,01(s)
19 0,97 (s) 0,96(s)
20 2,70 (m) 2,69(m)
21,21’ 4,14 (t,7.7Hz), 3,78(t, 7.7 Hz) 4,15(t,3.3Hz),
3,79(t,10.8 Hz)
22 2,25 (m), 2,52 (m) 2,26(m),
2,53(m)
23 3,45(m), 3,55(m) 3,46(m),
3,55(m)
28,28’ 3,56 (d,7.6 Hz), 3,63 (d,7.6 Hz) 3,58(d,7.5 Hz),
3,63(d,7.8 Hz)
29 1,19 (s) 1, 19(s)
30 1,05 (s) 1,06(s)
r 5,70 (s,br) 5,68(s)
2 1,88 (s,br) 1,88(s)
3 2,20 (s,br) 2,20(s)
OCH,CH3; 1,96 (s) 1,97(s)




TABELA 7: Dados espectrais de RMN ** C para L, (CDCls, 75 MHz).

Posicdo do C | & Literatura (RAGASA, et al., 1997) oL,
1 71,2 71,1
2 27,5 27,4
3 71,8 71,8
4 42,3 42,2
5 39,8 39,7
6 74,1 74,0
7 73,0 73,0
8 45,7 45,7
9 33,4 33,3
10 39,7 39,7
11 15,6 15,5
12 34,4 34,3
13 46,7 46,6
14 160,5 160,4
15 120,6 120,6
16 34,8 34,7
17 54,4 54,2
18 19,9 19,8
19 15,4 15,4
20 39,3 39,2
21 64,2 64,2
22 33,4 34,1
23 60,8 60,7
28 77,8 77,4
29 19,6 19,5
30 26,3 26,2
1 165,7 165,6
2 116,0 115,9
3 157,5 157,4
4 27,5 27,6
5 20,5 20,4

OCH,CH3 170,5 170,4
CH, 21,0 21,0




6- CONCLUSOES

Os resultados realizados com os extratos Metandlicos das folhas de
Azadirachta indica (Meliaceae), mostrou percentuais relevantes de inibicdo da
fusariose, dados esses que motivaram a selecdo dessa Meliaceae para estudo
Fitoquimico e Fitopatdgeno.

O extrato Metandlicos das folhas de Azadirachta indica foram
fracionados e da fracdo FrB foram isoladas duas substancias, sendo apenas 1 esta
em teste e pertencentes a classe dos limondides (L1 e L). A substancia que foi
submetida a testes fitopatégenicos obtendo-se efeito inibitério em relacdo a

fusariose quando avaliado in-vitro.
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