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RESUMO

SILVA, Julio César Teixeira, MS., Universidade Federal de Vigosa, Janeiro de 2005.
Isolamento de tetranortriterpendides de sementes de Azadirachta indica (Nim) e
avaliacio da atividade nematicida sobre Heterodera glycines. Orientador: Gulab
Newandram Jham. Conselheiros: Rosangela D’arc de Lima Oliveira e Elson Santiago
de Alvarenga.

Os extratos brutos de nim foram preparados a partir de sementes extraidas
seqliencialmente com hexano, metanol e agua. O extrato metanolico foi particionado
com acetato de etila e 4gua seguido por tratamento com carvao ativo, repetindo-se 3
vezes e obtendo-se o extrato concentrado enriquecido com 60% de azadiractina A (Aza-
A 60). Primeiramente, isolou-se azadiractina A através da injecdo de 700 mg de Aza-A
60 no cromatdgrafo em contracorrente (CCC), com coluna de politetrafluoretileno e
l116mL de capacidade, utilizando-se o sistema bifdsico hexano:butanol:metanol:agua
(1:0.9:1:0.9, v/v) eluido a 2mL/min, na dire¢do cabega-cauda. Coletaram-se 30 fragdes
recuperando-se 95% do material injetado. Ap6s monitoramento por cromatografia em
camada delgada (CCD) usando-se tolueno:acetato de etila:metanol (10:1:2, v/v/v) como
sistema eluente, as fragdes (9-13) foram purificadas por cromatografia liquida de alta
eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR) preparativa, utilizando-se uma coluna LC-8 (250
x 21 mm di, 5 pm) e metanol:agua (50:50 v/v) a 6mL/min, sendo os efluentes
monitorados num comprimento de onda de 217 nm. Assim, obteve-se Aza-A com 96%
de pureza, segundo CLAE-FR analitica e sua estrutura foi confirmada por RMN "C.
Num segundo estudo foram isolados azadiractina B (Aza-B), azadiractina H (Aza-H),
desacetilnimbim (Dnim), desacetilsalanim (Dsal), nimbim (Nim) e salanim (Sal)
injetando-se 4.2 g de Aza-A 60 (700 mg/corrida) no CCC seguindo as mesmas
condicdes relatadas no isolamento de Aza-A. Apods as 6 injecdes, obtiveram-se duas
fragdes principais que foram reunidas apds monitoramento por (CCD), havendo
recuperacdo de 97% do material injetado. A primeira delas, correspondendo a soma das
fragoes (9-13) de cada injegdo, foi purificada por CLAE-FR preparativa nas mesmas
condi¢gdes do isolamento de Aza-A, obtendo-se Aza-B e Aza-H, ambas com 97% de
pureza, segundo analises por CLAE. A segunda fracdo, referente a soma das fragdes

(17-30) de cada injecdo, foi purificada utilizando-se metanol:dgua (60:40 v/v) a 8
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mL/min, obtendo-se Dnim, Dsal, Nim e Sal, todos 97% puros apds analises por CLAE
analitica, sendo todas estruturas confirmadas por RMN "“C. Todos os compostos
purificados bem como extratos brutos de sementes de nim foram submetidos a ensaios
de atividade nematicida sobre Heterodera glycines. Avaliando-se a mobilidade de
juvenis do segundo estadio (J2), seguindo a metodologia do tubo invertido, verificou-se
que ocorreu menor recuperagao (P 0,05) dos J2 tratados com os extratos brutos aquoso
(1/2 e 1/10 v/v) e metanolico (1000 ppm), sendo que o extrato hexanico nao apresentou
efeito nematicida. A atividade dos extratos brutos aquoso e metanolico foi atribuida,
respectivamente, a presenga de saponinas e triterpendides (limondides). Nos ensaios em
casa de vegetacdo, plantas de soja inoculadas com juvenis tratados com os extratos
aquoso (1/2 e 1/10 v/v) ou metanolico (1000 ppm) produziram menos fémeas e ovos (P
0,05), se comparada a testemunha. O extrato de Aza-A 60 (70 ppm) causou maior
imobilidade (P 0,05) dos J2 (92%), sendo esta proporcional as concentragdes estudadas.
A mortalidade dos J2 foi avaliada para todos os triterpendides isolados nas
concentragoes de 0,8, 8 e 80 ppm, havendo redugdo do niimero de J2 recuperados com
aumento das dosagens aplicadas. Nim e Sal a 80 ppm foram os mais efetivos causando
99% de mortalidade. Plantas de soja inoculadas com J2 tratados com os triterpendides a
80 ppm apresentaram um efeito nematicida médio de 95% na reduc¢do do nimero de
fémeas e ovos (P 0,05), se comparados a testemunha. Com relagao a eclosao dos ovos,
os triterpendides testados a 100 ppm apresentaram uma atividade ovicida média (P 0,05)
de 50 %, em relagdo a testemunha, ¢ ndo se observou agdo nematostatica at¢ 96 horas

apoés o tratamento.



ABSTRACT

SILVA, Julio César Teixeira, MS., Universidade Federal de Vigosa, January, 2005.
Isolation of tetranortriterpenoids from Neem (Azadirachta indica) seeds and
nematicidal activity evaluation against Heterodera glycines. Adviser: Gulab
Newandram Jham. Committee members: Rosingela D’arc de Lima Oliveira and
Elson Santiago de Alvarenga.

Crude extracts were prepared from Neem seeds by sequential extraction with n-
hexane, methanol and water. The methanolic extract was partitioned three times
between ethyl acetate and water and treated with activated charcoal to obtain a
concentrate (Aza-A 60) containing 60% azadirachtin A (aza-A). In the first study, aza-
A (the major triterpenoid) was isolated by countercurrent chromatography (CCC) fitted
with polytetrafluorethylene coil (116 mL volume) using the biphasic solvent system n-
hexane:butanol:methanol:water (1:0.9:1:0.9,v/v) by injecting 700 mg of Aza-A 60 and
eluting with 2mL/min, in the head to tail direction. Thirty fractions (3 mL each) were
collected with 95% of the material being recovered. After monitoring by thin-layer
chromatography (TLC) using toluene:ethyl acetate:methanol (10:1:2, v/v) as the
developing solvent, the fractions (9-13) were purified by preparative reverse phase high
performance liquid chromatography (RP-HPLC) using the LC-8 stainless-steel column
(5 pm, 250 x 21 mm id, Supelco) and methanol:water (50:50 v/v) as eluent at a flow
rate of 6mL/min. The effluents were monitored at 217 nm. Aza-A thus obtained was
about 96% pure according to HPLC analysis. The structure of aza-A was confirmed by
NMR ("*C). In the second study, six minor triterpenoids, i.e., azadirachtin B (aza-B),
azadirachtin H (aza-H), desacetylnimbin (Dnim), desacetylsalannin (Dsal), nimbin
(Nim) and salannin (Sal) were isolated by injecting 4.2 g of Aza-A 60 (700 mg/run) in
CCC, using the same conditions as described for the isolation of aza-A. After the six
injections, two main fractions were obtained and monitored by TLC with 97% of the
injected material being recovered. The first fractions (9-13) were purified by RP-HPLC
as described above to obtain aza-B and aza-H, both 97% pure as attested by analytical
HPLC. The second fraction (17-30) was purified using methanol:water (60:40 v/v) at a
flow rate of 8 mL/min, with dnim, dsal, nim and sal being obtained (each 97% pure)

according to HPLC analysis and their structures being confirmed by NMR ("°C). The
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nematicidal activity against Heterodera glycines of all the above-purified compounds
and crude extracts was evaluated. The mobility of the second stage juveniles (J2) was
evaluated by the inverted tube methodology. A smaller recovery (P 0.05) of J2 treated
with the aqueous crude (1/2 and 1/10 v/v) and methanolic (1000 ppm) extract was
obtained while the hexane extract did not present activity. The activity of the aqueous
crude and methanolic extracts was likely due to the presence of saponins and
triterpenoids (limonoids), respectively. In the greenhouse assay, soy plants inoculated
with juveniles treated with the aqueous (/2 and 1/10 v/v) or methanolic (1000 ppm)
extract produced less females and eggs (P 0,05) as compared to the control. The extract
Aza-A 60 (70 ppm) caused larger immobility (P 0,05) of J2 (92%), proportional to the
studied concentrations. The mortality of J2 for all the isolated triterpenoids at
concentrations of 0.8, 8 and 80 ppm was evaluated with a reduction in the number of
the J2 recovered, observed with increase of the applied dosages. Nim and Sal at 80 ppm
were the most effective causing 99% mortality. Soy plants inoculated with J2 treated
with the triterpenoids at 80 ppm presented medium nematicidal effect of 95%, reducing
the number of females and eggs (P 0,05) as compared to the control. In regard to egg
hatching, the triterpenoids tested at 100 ppm showed medium ovicide activity (P 0,05)
of 50% as compared to the control with no nematostatic activity being observed 96 h

after treatment.

xii



1. INTRODUCAO GERAL

A soja (Glycine max L. Merrill) ¢ uma das principais commodities mundiais e seu
preco ¢ determinado pela negociagdo do grdo nas principais bolsas de mercadoria,
movimentando aproximadamente U$ 215 bilhdes/ano (EMBRAPA, 2004). Devido as
suas variadas aplicagdes, possui demanda de consumo mundial superior a 180 milhdes
de toneladas. Os Estados Unidos ocupam a primeira posi¢ao entre os paises produtores,
respondendo segundo recente estimativa por 84,6 milhdes de toneladas (USDA, 2004),
seguido pelo Brasil que devera ultrapassar a marca de 60 milhdes de toneladas de graos
de acordo com a safra estimada para 2004/2005 (CONAB e IBGE, 2004). O complexo
agroindustrial da soja (grdo, farelo e 6leo) ¢ um dos principais setores na pauta de
exportacdes brasileiras, sendo de extrema importdncia na gera¢do de divisas para o
Brasil, levando a lucros de quase trinta bilhdes de dolares por ano a receita nacional
(CONAB, 2004).

A cultura de soja esté sujeita ao ataque de diferentes tipos de pragas durante o seu
ciclo, o que pode acarretar grandes perdas devido ao sistema de monocultivo adotado
para a sua producdo. Aproximadamente 40 doencas causadas por fungos, bactérias,
virus e nematdides ja foram detectadas no Brasil (EMBRAPA SOJA, 2004). Os
organismos que afetam o sistema radicular das plantas, como os fungos de solo,
Fusarium solani e Macrophomina phaseolina, e os fitonematéides sdo considerados os
de maior importdncia na producdo da soja na atualidade (SILVA, 1998). Os
fitonematoides dos géneros Meloidogyne Goeldi, 1887, conhecidos como nematodides
das galhas e o nematdide de cistos da soja, Heterodera glycines Ichinohe, 1952, sdo
considerados os de maior importancia para a cultura (DIAS et al., 2000a).

O nematoide de cistos da soja (NCS) foi detectado, pela primeira vez no Brasil, na
safra 91/92 e atualmente ja estd presente em mais de 100 municipios, em sete Estados
brasileiros, sendo que a cada safra, novos municipios sdo acrescentados a lista daqueles
ja atingidos (SILVA et al., 1997; EMBRAPA SOJA, 2004). Trata-se de uma praga
extremamente prejudicial a cultura da soja sendo que seu ataque limita o potencial de
produtividade e a expansdo de areas plantadas no Brasil ¢ no mundo (SANTOS

JUNIOR et al., 2002). Perdas com rendimento em torno de 30 a 80% sdo normalmente



observadas em areas com elevado grau de infestagdo por este nematoide, podendo
ocasionar em alguns casos a completa destrui¢ao da lavoura (SILVA, 1999).

Os métodos de controle dos nematdides formadores de cistos comumente se
baseiam no uso de cultivares resistentes, na rotagdo de culturas com o uso de plantas
resistentes ou antagdnicas e no controle quimico convencional (LORDELO, 1984).
Outras técnicas como o controle bioldgico utilizando microorganismos antagonistas, tais
como fungos e seus metabolitos secundéarios (ALMEIDA, 1998; NITAO et al., 1999;
CHEN et al., 2000; MIZOBUTSI et al., 2000), vém sendo estudadas pelo seu potencial
mas ainda n3o sdo usadas na pratica. Todas essas técnicas apresentam algumas
limitagdes ou restricoes ¢ dessa forma o manejo pode-se mostrar pouco efetivo
(CERVIGNI, 2003).

A crescente demanda do mercado nacional e internacional por alimentos isentos
de residuos oriundos de defensivos sintéticos e o desenvolvimento de resisténcia por
iniimeros patogenos, tém alterado o comportamento de produtores na busca de novas
formas eficientes de producdo, com baixo custo e menos agressivas ao meio ambiente.
Segundo ISMAN (2000), os produtos naturais extraidos de plantas tém se apresentado
como uma fonte alternativa de compostos a serem empregados no controle de pragas.
Variadas substancias com efeito nematicida tém sido detectadas em extratos de diversas
espécies vegetais (KHURMA e SINGH, 1997; DIAS et al., 2000b; OKA et al., 2000).

O Nim (Azadirachta indica A. Juss), uma melidcea de origem asiatica, vem sendo
estudada extensivamente desde o isolamento em 1968, a partir de sementes, de seu
principal composto, a Azadiractina (Figura 1A - Anexos), como um potente inseticida
natural (BUTTERWORTH e MORGAN, 1968, 1972, citado por JARVIS et al., 1999).
Hoje ¢ uma das espécies vegetais mais pesquisadas no mundo devido as suas
propriedades singulares e reconhecida agdo sobre mais de 400 espécies de pragas
(MARTINEZ, 2002).

Ja foram isolados de folhas, galhos, frutos e sementes mais de 300 compostos com
acdo pesticida comprovada, sendo a maioria destes pertencentes a classe dos
tetranortriterpendides (limonoides) (Figura 1 (A-G) - Anexos) (GOVINDACHARI et
al., 1990; 1991; 1992a; 1997; 1999 a.,b,c; KUMAR et al., 1996; KABALEESWARAN
et al., 1999; SCHAAF et al., 2000; SIDDIQUI et al., 2000a; 2000b; 2002; HALLUR et
al., 2002; SHARMA et al., 2003), contudo, sdo nas sementes que se encontra a maior
concentragdo dessas substancias (MARTINEZ, 2002).

Diversas formula¢des comerciais derivadas da arvore de nim, além de 6leo, torta ¢

extratos brutos obtidos a partir de varias partes da planta, ja foram utilizados com



sucesso no controle, in vitro e in vivo, de nematoides em diversas culturas (AKHTAR et
al., 1993; 1994; 1996; 1997; 1998; 2000a; 2000b; VYAS, 1993; REDDY et al., 1996;
RAO et al, 1997, KHURMA e SINGH, 1997; MOJUMDER et al., 1999,
MUSABYIMANA et al., 1999; 2000; DEBANAND et al., 2000; NAGESH et al.,
2000; RODRIGUES et al., 2001). Entretanto, existem poucos relatos na literatura sobre
a atividade das substancias isoladas de nim (WILPS et al., 1993; GOVINDACHARI et
al., 1995; 1998; SHARMA et al., 2003), ja que por se tratar de compostos polares e
complexos, torna-se dificil separa-los em quantidades suficientes para sua utiliza¢do
pratica.

Existem varias técnicas para separacdo e purificacdo dos triterpenoides em
sementes de nim, como: coluna cromatografica aberta recheada com Florex RXM e
eluicdo sob agdo gravitacional (JOHNSON e MORGAN, 1997), coluna “flash” de silica
gel (YAMASAKI et al., 1986), coluna “flash” com fase estacionaria especial (Biotage)
(JARVIS et al., 1999), extragao em fluido supercritico (TONTHUBTHIMTHONG et
al., 2001), cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa preparativa (CLAE-
FR) (Govindachari et al., 1990, 1991, 1992b, 1997, SUNDARAM e CURRY, 1993;
KUMAR et al., 1996), cromatografia liquida de fase reversa a média pressdo
(CLMP)(SHARMA et al., 2003), dentre outras. Todas as técnicas citadas apresentam
algumas desvantagens, tais como: consumo elevado de solventes organicos, gerando
residuos toxicos e elevando o custo das andlises; gasto de tempo excessivo na
preparacdo das amostras e eluicdo dos compostos; perda de material por decomposicao
e adsor¢do irreversivel de algumas substiancias nas fases estaciondrias das colunas;
necessidade de etapas de recristalizacdo para obtencdo dos triterpendides puros, entre
outras. Dessa forma, novas técnicas de purificagdo dos componentes de nim devem ser
elaboradas de modo a atenuar os inconvenientes gerados pelas metodologias
convencionais.

A cromatografia em contracorrente (CCC) consiste em isolar compostos através
da particdo da amostra em um sistema bifasico de solventes, no qual tanto a fase movel
quanto a estacionaria sdo liquidas (OKA et al., 1998). Por ser uma técnica suave,
permite recuperagdo quantitativa da amostra aplicada (SILVA et al., 2004; SILVA e
JHAM, 2004) e sua utilizagdo na purificagdo preparativa de produtos naturais ¢
continuamente crescente, ja que a quantidade de amostra analisada por corrida pode

variar de mg a gramas (DU et al., 2003).



Objetivou-se nesse trabalho:

1. Isolar Azadiractina A, constituinte encontrado em maior quantidade no extrato
metanodlico concentrado de sementes de nim (Aza-A 60), por cromatografia em
contracorrente (CCC) seguida por cromatografia liquida de alta eficiéncia de
fase reversa preparativa (CLAE-FR).

2. Isolar e purificar tetranortriterpendides presentes em menores quantidades no
extrato de Aza-A 60, por cromatografia em contracorrente (CCC) seguida por
cromatografia liquida de alta eficiéncia de fase reversa preparativa (CLAE-FR).

3. Avaliar a atividade de extratos brutos e compostos puros isolados de sementes

de nim, sobre o nematodide do cisto da soja, Heterodera glycines.

Nota: * Os artigos um e dois que compdem esta tese sdo apresentados segundo as normas estabelecidas
pelos periodicos Journal of Chromatography A e Phytochemical Analysis, respectivamente.

* As estruturas e os dados nos anexos referentes aos dois artigos que compdem esta tese, ndo foram
enviados para os respectivos periodicos.
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Isolation of Azadirachtin A from Neem (Azadirachta indica)
seed concentrate by countercurrent chromatography followed
by preparative high performance liquid chromatography
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Abstract

Countercurrent chromatography (CCC) followed by preparative high performance
liquid chromatography (HPLC) was successfully used to isolate the major bioactive
component azadirachtin (aza-A), from the seed concentrate of the Neem tree
(Azadirachta indica A. Juss), (aza-A 60). Reproducible, narrow polarity range were
obtained from repeated 700 mg loadings per injection, of aza-A 60, onto a relatively
small volume (116 ml) CCC coil. The CCC preparation time of 45 minutes and total
solvent usage of approximately 200ml, represent major savings in time and cost,
compared to literature based open tubular and Flash Chromatography published
techniques. Of even greater significance is that a mass balance of injected mass to
recovered mass, showed that approximately 95% of the material injected was recovered.
Preparative reverse phase HPLC was used to purify these extracts to isolate aza-A
(approximately 96% pure) as determined by analytical HPLC. The structure of aza-A
was confirmed by *C-NMR.

Keywords: Neem; Isolation; Azadirachtin A; Countercurrent chromatography;
Preparative high performance liquid chromatography.
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1. Introduction

Neem (Azadirachta indica A. Juss) tree has attracted worldwide attention due to
its activity against 400 insect pests (1-3). More than 300 compounds have been
characterized from Neem seed, one-third of which are tetranortriterpenoids (limonoids)
[1]. Azadirachtin A (aza-A) (Figure 1 A — Anexos) is the major limonoid in the seeds
reported to have anti-feed, growth disrupting, ovicidal activity etc. against a variety of
insect pests [2, 4-13] besides being used to treat a variety of human ailments [3].
Separation of the Neem seeds’ limonoids has been reported with HPLC [5-11, 14-17],
flash chromatography [7], MPLC [13] etc. All these procedures are very time
consuming and need large volumes of solvents and hence were not used in this study.

Countercurrent chromatography (CCC) is a liquid/liquid partition method that
uses no solid support matrix. It is extensively utilized for the separation of gram
quantities of plant natural products [4, 18-20] and recent unpublished research by an
author suggests multiple tones per annum are now feasible by modular CCC. To date
only one CCC study is reported in the literature for the separation of aza-A [4]. The
authors were unable to replicate these results on the CCC equipment available to them.

In this study we report a new method to separate aza-A in Neem (Azadirachta
indica) seed concentrate (aza-A 60) using CCC followed by preparative reverse phase

HPLC.

2. Material and methods
2.1. Solvents and reagents

All solvents and chemical reagents were of analytical grade and were distilled
before use. Water for chromatographic analyses was purified using MilliQ (Waters,
USA) water purification system. The standards aza-A, aza-B, salannin (sal),
desacetylsalannin (dsal), nimbin (nim), desacetylnimbin (dnim), were kindly donated by
Dr. Gopalakrishnan (SPIC Science Foundation, Madras, India). Neem seeds were

purchased from Bionim (Brazil).

2.2. Extraction of aza-A

The isolation of aza-A in Neem seeds was carried out by a modification of a
method described in the literature [13]. Five hundred grams of ground Neem seed
kernels were extracted with hexane (3x500 ml) with a magnetic stirrer for 8 h (after

each solvent addition) at room temperature (25°C) and the oil obtained after vacuum
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filtration was discarded. The residual de-fatted Neem cake was extracted with a
magnetic stirrer for 8 h (after each solvent addition) at room temperature with methanol
(5x500 ml) and the combined extracts were concentrated at 40°C in a rotatory
evaporator (residue was discarded). The extract (62 g) was partitioned between hexane
(300 ml) and 90% aqueous methanol (300 ml) and the hexane layer discarded. Methanol
was evaporated at 40°C in a rotatory evaporator and the oil obtained was partitioned
between water (500 ml) and ethyl acetate (500 ml). After discarding the aqueous phase,
the organic phase was treated with activated charcoal (4.0 g at 60°C for 25 min), filtered
and the solution concentrated at 30°C in a rotatory evaporator to obtain a viscous orange
oil (9.0 g). The oil was dissolved in ethyl acetate (10 ml) and compounds precipitated
with an excess of hexane to obtain a residue (7.7 g) containing ~20% aza-A [13]. The
process of charcoal addition was repeated twice more to obtain 4.0 grams of a brownish

white powder containing ~60% of azadirachtin A [13] (abbreviated as aza-A 60).

2.3. Solvent settling times and partition coefficient of components from aza-A 60

Settling times of fifteen biphasic solvent systems without and with aza-A 60 (20
mg), were determined by vigorously hand mixing (20 sec) 1 ml of each of the
component solvents and noting the time necessary to obtain two distinct phases. The
partition coefficient (Kp) of aza-A 60 components in the two phases of the fifteen
solvents system were determined by silica gel TLC (20x20 cm) with toluene: ethyl
acetate: methanol (10:1:2, v/v/v) as solvent and vanillin-sulfuric acid-ethanol (3g, 1.5
ml : 100 ml) as the developing reagent [7]. For the settling and partition experiments, 20
mg of aza-A 60 was dissolved in 4 ml of each of the fifteen solvents followed by
vigorous hand mixing for 20 sec. The two phases were allowed to settle and for partition
experiments, TLC was conducted with both the phases. After development with the
spraying reagent, the partition coefficient (Kp) was determined qualitatively. The Kp
was estimated from the formula: Kp=[C]ore/[Claqu Where Kp, [Clorg, and [C] are the
solute partition coefficient, concentration of the solute in the organic and aqueous
phases, respectively. If the concentration of the solutes in both phases was
approximately the same, Kp was defined as ~1 and if the concentration of the solutes
was significantly higher concentration in the organic phases, Kp was defined as >1.
From this data, the solvent system, i.e., settling time of about 30 seconds and K, ~1 was
n-hexane-n-butanol-methanol-water (1:1:1:1, v/v). This was further optimized and n-

hexane-n-butanol-methanol-water (1:0.9:1:0.9, v/v) evaluated by instrumental CCC.
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2.4. Countercurrent chromatography

An AECS (Bridgend, UK), CCC (Model : Quattro CCC MK 4 LabPrep)
consisting of two PTFE coils (1.6 mm 1.d./3.2 o0.d.) one being preparative (116 ml) and
the other analytical (26 ml), a HPLC pump (Shimadzu, Kyoto, Japan, model LC-6AD) a
low-pressure injection valve and a PTFE 6-mL sample loop was used. This system was
coupled to a fraction collector (Isco, USA, Model Foxy Jr.) programmed to collect 1.5
ml/min.

For CCC, appropriate volumes of solvents n-hexane-n-butanol:methanol:water
(1:0.9:1:0.9, v/v) were vigorously hand mixed in a separating funnel for 10 min,
transferred to a flask and allowed to sit overnight at room temperature. Next morning
the solvents were degassed (ultrasonic) for 30 min and immediately used. Isocratic
elution mode was conducted in head to tail manner with the upper organic phase as the
stationary phase (reverse phase). The preparative column (116 ml) was entirely filled
with the upper phase of solvent system and the system rotated at 800 rpm at 30°C
followed by lower solvent phase pumping at a flow-rate of 2.0 ml/min. After attaining
hydrodynamic equilibrium, 700 mg dissolved in a 1: 1 mixture upper and lower phases
were injected. Thirty fractions (3 ml each) were collected in 45 min. The solvents were
evaporated in a rotatory evaporator at 40°C followed complete drying at room
temperature in a SpeedVac to obtain an off white powder. A mass histogram (absolute
weights) against CCC fraction number was plotted. The major fractions (9-13) were
analyzed by analytical HPLC using conditions described in the part 2.5 of the

experimental section.

2.5. Analytical and semi-preparative high-performance liquid chromatography (HPLC)

to isolate aza-A

A liquid chromatograph (Shimadzu, Osaka, Japan, model LC-6AD), with the UV-
VIS detector (Shimadzu, Osaka, Japan, model SP-10AVP with cell volumes of 7 and 20
pL  for analytical and preparative HPLC, respectively), data collection system
(Shimadzu, Osaka, Japan, model class 5000) equipped with a Rheodyne injector was
used for both analytical and preparative HPLC. For preparative HPLC, the LC-8
stainless-steel column (5 um, 250 x 21 mm id, Supelco) was used with a pre-column (5
pm, 50 x 4.6 mm id, Supelco), which was hand filled with packing material LC-8 (5
um, Supelco). For analytical HPLC, a stainless-steel column (250 x 4.6 mm id, 5 pm,

Supelco) with a pre-column (20 x 4.6 mm id) containing the same material was used.
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For preparative and analytical HPLC, injections were made through 1000 and 100 pL
loops, respectively. Effluents were monitored at 217 nm. Isocratic elution was carried
out with methanol:water (50:50, v/v) using flow-rates of 6.0 ml/min and 0.8 ml/min for
the preparative and analytical modes, respectively.

The fractions (9-13) from CCC were purified by preparative RP-HPLC by
injecting up to 50 mg of each of the above fractions. Appropriate fractions were
collected, combined followed by evaporation of the solvents at room temperature in a

SpeedVac to obtain an off white powder which was used for NMR studies.

2.6. 3C NMR

The liquid state *C NMR spectra (75 MHz) were recorded on a Varian
spectrometer (Palo Alto, California, USA, model Mercury 300). The samples were
dissolved in deuterated chloroform and analyzed at room temperature. Acquisition
conditions for aza-A were: pulse 45° spectral width 18,867 Hz and acquisition time

1.643 sec with 10,000 repetitions.

3. Results and discussion

CCC has been extensively used to obtain gram quantities of pure natural
products [4, 18-20] and appeared to be a viable alternative to purify Neem limonoids.
Since little information [4] was available in the literature on the use of CCC to separate
Neem seed limonoids, we conducted an extensive, systematic study of the biphasic
solvent systems that could be used. Commonly used solvents, i.e., water, methanol,
ethanol, i-propanol, ethylacetate, dichlorometane, petroleum ether, cyclohexane,
choloroform and acetonitrile were evaluated. Out of the fifteen candidate biphasic
solvent systems, thirteen were rejected as the settling times were too long, emulsions
were formed or suitable partitioning did not occur. Thus, only the solvent systems, i.e.,
hexane:butanol/methanol:water and hexane:ethylacetate/acetonitrile:methanol:water
seemed satisfactory since they had short settling times (~30 seconds) and Kp of ~ 1.
However, better CCC separation was achieved with the former solvent and hence was
selected for further evaluation. The solvent system was further optimized and n-hexane-
n-butanol-methanol-water (1:0.9:1:0.9) gave the best separation and hence finally
chosen for instrumental evaluation.

The next step was to evaluate on the instrument whether reverse or normal phase

CCC would be optimal. Normal phase did not provide the better separation. Reverse
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phase was therefore chosen. Several parameters i.e., sample size injected, flow rates,
reproducibility, volume of fractions collected, etc., were evaluated. Best separation was
obtained with up to 700 mg of aza-A 60 injected with a flow rate of 2 ml/min, collection
of 3 ml fractions, when utilizing a 116 ml PTFE coil of 1.6 mm bore, whilst rotating at
800 rpm. Under these conditions, the retention of the stationary phase in the CCC was
79%. We were unable to obtain an acceptable separation of aza-A 60 using conditions
described in the literature [4]. It is possible that this could have been because of a
variety of factors, which we have not yet determined. Mass balance allowed the
determination of recovery efficiency. The mass amounts of each of the thirty fractions
suggested 95% of the aza-A 60 was recovered. The majority of the compounds were
present in fractions 9-13 (87% of the recovered) with the major being fraction 10
(Figure 2 - Anexos).

HPLC (preparative) analysis of aza-A 60 analysis showed the presence of seven
limonoids, i.e., azadirachtin H, aza-A, aza-B, dnim, dsal, nim and sal (elution order)
were identified using standards (Figure 3 - Anexos). These compounds have been
previously reported in the literature with aza-A being the major component [11,12,13].
The relative retention times of the compounds corresponded to decreasing polarity
being in agreement with literature [6,12,21,22].

HPLC (analytical) traces obtained on analysis of CCC obtained fractions 9-13
are presented in Figures 1A to 1E, respectively. As it can be seen, some of these
fractions were relatively pure. For example, the fractions 9 and 10 (aza-A) were ~90 and
75% pure, respectively. The increase in the purity of aza-A obtained with CCC, in
comparison with its initial % purity show clearly shows that the process was efficient.
Since the CCC obtained fractions were relatively pure and in a relatively narrow
polarity band, preparative HPLC due to its simplicity was chosen to purify the extracts
further. Several solvent mixtures, sample size and flow rates were evaluated. Best
resolution was obtained with 50% methanol-water, up to 50 mg injected, at a flow rate 6
ml/min. The purity of aza-A (110 mg) was ~ 96% as determined by HPLC (Figure 1F).

The structure of aza-A was confirmed by “C NMR with the chemical shifts
being in agreement with the literature values [12,21,22,23] (Table 1 e Figura 4 —
Anexos).

There were major advantages, with liquid/liquid CCC, i.e., ease of use, speed,
low solvent usage, quantitative recoveries etc over the other first stage solid/liquid
chromatographic techniques for the separation of limonoids. The combined

CCCl/preparative HPLC now typically takes approximately 10-15 hours to achieve
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significant quantities of aza-A at an approximate purity of 96%. It would take several
weeks to obtain the same amounts by other chromatographic procedures, such as open
column chromatography, flash chromatography, HPLC, MPLC etc [5-11, 13-17]. In our
procedure, aza-A obtained after preparative HPLC purification of CCC fractions were
almost analytically pure with no crystallization being necessary. Re-crystallization is a
very inefficient procedure to purify organic compounds since high losses occur. In the
literature procedure utilizing other chromatographic procedures [6, 22] it was necessary
to purify compounds by crystallization. Another major advantage of CCC was that
almost quantitative recoveries (95%) were obtained. Such recoveries with other types of
chromatographic procedures (TLC, column chromatography etc.) are impossible to

obtain. No quantitative data was reported on their pioneering CCC separation of aza-A

[4].

4. Conclusions

Modern CCC instrumentation has been shown to offer a reproducible, rapid, low
solvent cost alternative, to open tubular and Flash Chromatography procedures. The
most significant advantage of CCC over the above solid / liquid chromatography (SLC)
preparative techniques is, however, that an approximate mass balance of major and
minor components was proven to occur. Mass balance is a rare occurrence in the
purification of complex natural product extracts by SLC, but common in CCC. The
narrow polarity range prepared by CCC, can be supplemented by preparative HPLC
procedures, to achieve 96 % purity of aza-A. The described CCC/HPLC technique
therefore offers significant advantages over the existing SLC literature methods. Our
research group is now extending the CCC/HPLC procedure to separate minor

components in aza-A 60.
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Figure 1. HPLC traces (analytical) of the fractions collected after countercurrent chromatography of Neem seed extract (aza-A 60) and of purified
azadiractin A (aza-A). Traces A to E corresponded to fractions 9-13, respectively and trace F pure aza-A. For separation conditions see the

experimental section.

21



Isolation of Six Minor Tetranortriterpenoids from Neem
(Azadirachta indica A. Juss) Seed Concentrate by
Countercurrent Chromatography Followed by Preparative
High Performance Liquid Chromatography

Julio César Teixeira da Silva and Gulab N Jham"

Departamento de Quimica — Laboratdrio de Pesquisas em Produtos Naturais
Universidade Federal de Vicosa, Vigosa — Brazil

Reverse phase countercurrent chromatography (CCC) followed by
reverse phase preparative high performance liquid chromatography
(HPLC) were used to isolate the six minor tetranortriterpenoids
(azadirachtin B-aza-B, azadirachtin H-aza-H, desacetylnimbim-dnim,
nimbim-nim, desacetylsalanin-dsal and salanin-sal) in the seed
concentrate (aza-A 60) of the Neem tree (Azadirachta indica A. Juss).
The procedure involved portioning 4.2 g aza-A 60 (700 mg/run) on a
CcCcC coil using the biphasic solvent n-hexane:n-
butanol:methanol:water (1.0:0.9:1.0:0.9, v/v), elution at a flow of 2
ml/min and collection of thirty fractions (3 ml each). Reproducible,
narrow polarity range extracts were obtained from repeated runs with
a relatively small volume (116 ml) CCC coil. The CCC preparation time
of 45 minutes and total solvent usage of approximately 200 ml represent
major savings in time and cost, compared to literature based open
tubular and Flash Chromatography published techniques. In addition,
97% of the injected material was recovered. After CCC fractionation
and TLC monitoring, appropriate tubes from each of the six runs were
combined to obtain two major fractions. From the first fraction (83% of
the recovered), aza-H and aza-B were purified by preparative reverse
phase HPLC using methanol-water (50:50, v/v) as the solvent at a flow
of 6 ml/min. From the second fraction (10% of the recovered) dnim,
nim, dsal and sal were similarly purified using methanol-water (60:40,
v/v) as the solvent at a flow of 8 ml/min. All HPLC effluents were
monitored at 217 nm. All compounds were approximately 96% pure as
determined by analytical HPLC. All the compounds, except aza-H were
identified by comparing their retention times to standards by analytical
HPLC. The structures of all compounds were confirmed by “C-NMR.

Keywords: Neem; Isolation; Minor tetranortriterpenoids, Countercurrent
chromatography; Preparative high performance liquid chromatography.
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INTRODUCTION

The Neem tree (Azadirachta indica A. Juss) is one of the richest sources of
secondary metabolites in nature. More than 300 compounds have been isolated and
characterized from Neem seed, one-third of which are tetranortriterpenoids (limonoids)
(Kumar et al., 1996). Azadirachtin A (aza-A) is the principal seed tetranortriterpenoid,
presenting significant biological activity against a variety of insect pests (National
Research Council, 1992; Schmutterer, 1995). In addition, several others
tetranortriterpenoids present in smaller quantities, i.e., nimbim (nim) (Harris et al.,
1968) and salanin (sal) (Henderson et al., 1968), etc have been isolated and shown to
possess biological activity.

Several methods, such as preparative HPLC (Govindachari et al., 1990,1992a,b,
1995,1996; Thejavathi et al., 1995), flash chromatography (Yamasaki et al., 1986;
Jarvis et al., 1999), column chromatography (Johnson and Morgan, 1997), MPLC
(Sharma et al., 2003), etc have been described for the isolation of neem
tetranortriterpenoids. Separation of the minor components is particularly difficult.
However, since all these procedures are very time consuming and need large volumes of
solvents, they were not used in this study.

Countercurrent chromatography (CCC) is a liquid/liquid partition method that
uses no solid support matrix. It is extensively utilized for the separation of gram
quantities of natural plant products (Berthod, 2002; Du et al., 2003; Han et al., 2002).
To date, only one preliminary study was reported in the literature on the separation of
aza-A from seeds (Hummel et al., 1997).

We have used successfully the CCC/HPLC approach to isolate highly pure aza-
A from Neem seed concentrate (Silva et al., 2004). In this paper we have extended the
same approach to isolate the six minor tetranortriterpenoids, i.e., aza-H, aza-B, nim,

dsal, nim and sal (Figure 1) from Neem (azadirachta indica) seed concentrate.

EXPERIMENTAL

Solvents and reagents. All solvents and chemical reagents were of analytical grade and
distilled before use. Water for chromatographic analyses was purified using MilliQ
(Waters, USA) water purification system. The standards aza-B, sal, dsal, nim and dnim
were kindly donated by Dr. Gopalakrishnan (SPIC Science Foundation, Madras, India).

Neem seeds were purchased from Bionim (Brazil).
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Extraction of tetranortriterpenoids. The isolation of tetranortriterpenoids in Neem
seeds was carried out by a modified version of a method cited in the literature (Sharma
et al.,2003) and previously described in detail (Silva ef al., 2004). Briefly, five hundred
grams of ground Neem seed kernels were extracted with hexane (3x500 ml) with a
magnetic stirrer for 8 h (after each solvent addition) at room temperature (25°C) and the
oil obtained after vacuum filtration was discarded. The residual de-fatted Neem cake
was extracted with a magnetic stirrer for 8 h (after each solvent addition) at room
temperature with methanol (5x500 ml) and the combined extracts were concentrated at
40°C in a rotatory evaporator. The extract (62 g) was partitioned between hexane (300
ml) and 90% aqueous methanol (300 ml) and the hexane layer discarded. Methanol was
evaporated at 40°C in a rotatory evaporator and the oil obtained was partitioned between
water (500 ml) and ethyl acetate (500 ml). After discarding the aqueous phase, the
organic phase was treated with activated charcoal (4.0 g at 60°C for 25 min), filtered
and the solution concentrated at 30°C in a rotatory evaporator to obtain a viscous orange
oil (9.0 g). The oil was dissolved in ethyl acetate (10 ml) and compounds precipitated
with an excess of hexane to obtain a residue (7.7 g) containing ~20% aza-A. The
process of charcoal addition was repeated twice to obtain 4.0 grams of a brownish white
powder containing ~60% of aza-A (aza-A 60). The procedure was repeated to obtain

additional amounts of aza-A 60.

Solvent settling times and partition coefficient of aza-A 60 components. Solvent
settling times of fifteen biphasic solvent systems without and with aza-A 60 (20 mg)
were determined by vigorously hand mixing (20 sec) 1 ml of each component solvent
and noting the time necessary to obtain two distinct phases (Silva et al., 2004). The
partition coefficient (Kp) of aza-A 60 components in the two phases of the fifteen
solvent system were determined by silica gel TLC (20x20 cm) with toluene: ethyl
acetate: methanol (10:1:2, v/v/v) as the solvent (Hummel et al., 1997) and vanillin-
sulfuric acid-ethanol (3g,1.5 ml:100 ml) as the developing reagent (Yamasaki et al.,
1986) . The six tetranortriterpenoids, except aza-H, were identified by comparing their
R; values with those of the standards. The Kp was estimated from the formula:
Kp=[Clorg/[Claqu Where Kp, [Clor, and [C] .qu are the solute partition coefficients,
concentration of the solute in the organic and aqueous phases, respectively. If the
concentration of the solutes in both phases was approximately the same, Kp was defined
as ~1 and if the concentration of the solutes was significantly higher in the organic

phases, Kp was defined as >1.
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Countercurrent chromatography. A AECS (Bridgend, UK), CCC (Model: Quattro
CCC MK 4 LabPrep) consisting of two PTFE coils (1.6 mm 1i.d./3.2, o.d.) one
preparative (116 ml) and the other analytical (26 ml), a HPLC pump (Shimadzu, Kyoto,
Japan, model LC-6AD) a low-pressure injection valve and a PTFE 6-mL sample loop
were used. This system was coupled to a fraction collector (Isco, USA, Model Foxy Jr.)
programmed to collect 1.5 ml/min.

For CCC, appropriate volumes of solvents n-hexane-n-butanol:methanol:water
(1:0.9:1:0.9, v/v) were vigorously hand mixed in a separating funnel for 10 min,
transferred to a flask and allowed to sit overnight at room temperature. The following
morning the solvents were degassed (ultrasonic) for 30 min and immediately used.
Isocratic elution mode was conducted in head to tail manner with the upper organic
phase as the stationary phase (reverse phase). The preparative column (116 ml) was
entirely filled with the upper phase of the solvent system and rotated at 800 rpm at 30°C
followed by lower solvent phase pumping at a flow-rate of 2.0 ml/min. After attaining
hydrodynamic equilibrium, 700 mg of aza A 60 dissolved in a 1: 1 mixture of upper and
lower phases were injected. Thirty fractions (3 ml each) were collected in 45 min. Tubes
9-13 and 17-30 from the six CCC runs were monitored by TLC, combined, lyophilized
and weighed to obtain fractions one and two, respectively, which were further purified

by preparative HPLC.

Semi-preparative and analytical high-performance liquid chromatography
(HPLC) to isolate the six tetranortriterpenoids. A liquid chromatograph (Shimadzu,
Osaka, Japan, model LC-6AD), with the UV-VIS detector (Shimadzu, Osaka, Japan,
model SP-10AVP with cell volumes of 7 and 20 pL for analytical and preparative
HPLC, respectively), data collection system (Shimadzu, Osaka, Japan, model class
5000) equipped with a Rheodyne injector was used for both analytical and preparative
HPLC. For preparative HPLC, the LC-8 stainless-steel column (5 um, 250 x 21 mm id,
Supelco) was used with a pre-column (5 pm, 50 x 4.6 mm id, Supelco), which was hand
filled with packing material LC-8 (5 wm, Supelco). For analytical HPLC, a stainless-
steel column (250 x 4.6 mm id, 5 pm, Supelco) with a pre-column (20 x 4.6 mm id)
containing the same material was used. For preparative and analytical HPLC, injections
were made through 1000 and 100 pL loops, respectively. Effluents were monitored at
217 nm.

Fractions one and two were purified by preparative RP-HPLC by injecting up to

70 mg/run. For fraction one, methanol: water (50:50, v/v) was used as the solvent at a
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flow rate of 6 ml/min while for fraction two methanol: water (60:40, v/v) was used as
the solvent at a flow rate of 8 ml/min. Pure aza-H and aza-B were obtained from
fraction one while dnim, nim, dsal and sal from fraction two. Appropriate fractions were
collected, TLC monitored, combined and the solvents evaporated at room temperature
in a SpeedVac to obtain compounds which were evaluated by analytical HPLC. Purity
of Aza-H and aza-B was evaluated using methanol: water (50:50, v/v) at a flow rate of
0.8 ml/min while that of dnim, nim, dsal and sal with methanol: water (50:50, v/v) as

the solvent at a flow rate of 1 ml/min.

3C NMR. The liquid state °C NMR spectra (50 MHz) were recorded on a Bruker
Avance DPX -200 spectrometer equipped with a 5-mm dual mode 'H/"*C probe. The
samples were dissolved in deuterated chloroform (8'°C(CDCls) = 77 ppm) and analyses
were conducted at room temperature. Acquisition conditions were: pulse angle 30°,
spectral width 4139.073 Hz, acquisition time 7.917 and repetition interval 1s. The
number of accumulations was set at 16,000 repetitions. The six compounds giving one
peak on analytical HPLC analysis, were analyzed by °C NMR and the shift values were

compared to the literature values.

RESULTS AND DISCUSSION

Given the potential of CCC described in the literature to purify gram quantities of pure
natural products and our report on successfully isolating the major tetranortriterpenoid
aza-A from Neem seed concentrate (Silva et al., 2004), we decided to extend the
method to purify minor tetranortriterpenoids. No information is available on CCC
separation of these components.

The choice of biphasic solvent for CCC was described in our previous study
(Silva et al., 2004) and hence will be briefly discussed. Commonly used solvents, i.e.,
water, methanol, ethanol, i-propanol, ethylacetate, dichlorometane, petroleum ether,
cyclohexane, choloroform and acetonitrile, were evaluated. Of the fifteen candidate
biphasic solvent systems, thirteen were rejected as the settling times were too long,
emulsions were formed or suitable partitioning did not occur. Thus, only two solvent
systems, i.e., hexane: ethyl acetate/methanol: water and hexane: ethyl
acetate/acetonitrile : methanol: water seemed satisfactory since they had short settling
times (~30 seconds) and Kp of ~ 1. However, better CCC separation was achieved with

the former solvent and hence was selected for further evaluation. The solvent system
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was further optimized and n-hexane-n-butanol-methanol-water (1:0.9:1:0.9) gave the
best separation being finally chosen for instrumental evaluation.

The next step was to evaluate on the instrument whether reverse or normal phase
CCC would be optimal. Normal phase did not provide adequate separation, thus reverse
phase was chosen. Several parameters, i.e., sample size injected, flow rates,
reproducibility, volume of fractions collected, etc., were evaluated. Optimum separation
was obtained with up to 700 mg of aza-A 60 injected with a flow rate of 2 ml/min,
collection of 3 ml fractions, when utilizing a 116 ml PTFE coil of 1.6 mm bore, whilst
rotating at 800 rpm. Under these conditions, the retention of the stationary phase in the
CCC was 79%.

The thirty tubes from each of the six CCC experiments were monitored by TLC,
the solvents were lyophilized and the residue weighed. Thus 97% of the material
injected was recovered. The first eight tubes contained essentially the solvents. The first
fraction (tubes 9-13 corresponding to 83% of the recovered) contained mainly the three
azadirachtins A, B and H with the principal component being aza-A. Tubes 14-16
(corresponding to 7% of the recovered) contained compounds, which we did not attempt
to identify being thus discarded. Fraction two, tubes 17-30 (corresponding to 10% of the
recovered) contained dnim, dsal, nim and sal. Quantitative recoveries obtained in this
study, were in agreement with our previous CCC/HPLC study where aza-A was purified
from Neem seed concentrate (Silva et al., 2004). Quantitative data were not reported
with the only aza-A study in the literature (Humel ef al., 1997).

Since none of the fraction was pure and the quantity of compounds of interest
was small (milligrams), preparative HPLC appeared to be our best choice for further
purification. Attempts to utilize one solvent to separate the tetranortriterpenoids were
not successful due to the long retention times and small tetranortriterpenoid amounts in
relation to the principal component aza-A, accounting for about 60% of the total
tetranortriterpenoids (Sharma et al., 2003). This problem was particularly great in
relation to aza-B and aza-H since they eluted close to aza-A. Tests with several solvent
systems suggested that methanol-water provided the best separation.

Thus to purify aza-B and aza-H from fraction one by preparative HPLC, the best
solvent system was methanol:water (50:50, v/v) at a flow of 6 ml/min. Similarly for
dnim, dsal, nim and sal from fraction two, the best solvent system was methanol : water
(60:40, v/v) at a flow rate to 8 ml/min. The purity of aza-B and H was monitored by
analytical HPLC using methanol : water (50:50, v/v) at a flow of 0.8 ml/min (Fig.2

trace a), while that of dnim, dsam, nim and sal was monitored by analytical HPLC
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using methanol : water (50:50, v/v) at a flow of 1 ml/min (Fig.2 trace b). All the six
components have been reported in Neem seed (Govidachari et al., 1979; Jarvis et al.,
1999, Sharma et al., 2003; Barrek et al., 2004).

Under these conditions it was possible to purify all the six compounds: aza-H
(25 mg), aza-B (80 mg), dnim (24 mg), dsal (18 mg), nim (9 mg) and sal (30 mg)
(Figure 3 A-F).

The compounds, except for aza-H were confirmed by comparing their retention
times with those of standards using analytical HPLC. In addition, the °C RMN
chemical shifts of all the six compounds were in agreement with the literature values

(Barrek et al., 2004; Johnson et al., 1997) (Table 2 , Figuras 5 a 8§ — Anexos).

CONCLUSIONS

Modern CCC instrumentation has shown to offer a reproducible, rapid, low
solvent cost alternative, to open tubular and Flash Chromatography procedures. The
most significant advantage of CCC in the purification of complex natural products is
that mass balance commonly occurs. However, this rarely occurs with the solid / liquid
chromatography (SLC) preparative techniques. Mass balance was possible in this study.
The narrow polarity range prepared by CCC supplemented by preparative HPLC
procedures allowed to achieve 97 % purity of six minor Neem components. The
described CCC/HPLC technique therefore offers significant advantages over the

existing SLC literature methods.
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HPLC traces (analytical) obtained on the analysis of the two major fractions
obtained from countercurrent chromatography fractionation of neem seed
extract (aza-A 60), fraction 1 contained azadiracthin-H (1), azadiracthin-A
(2) and azadiracthin-B (3) (trace a) and fraction 2 contained desacetylnimbin

(1), desacetylsalannin (2), nimbin (3) and salannin (4) (trace b).
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Capitulo

EFEITO DA ATIVIDADE DE EXTRATOS BRUTOS E COMPOSTOS
PUROS ISOLADOS DE SEMENTES DE NIM (A4zadirachta indica)
SOBRE Heterodera glycines

1. INTRODUCAO

O nematoide Heterodera glycines Ichinohe, também conhecido como Nematoide
de cistos da soja (NCS), causa a doenga denominada Nanismo Amarelo, assim chamada
devido aos sintomas produzidos nas plantas infectadas (NOEL, 1992). No Brasil, este
patdgeno foi detectado pela primeira vez na safra 1991/1992, em lavouras situadas nos
Estados de Minas Gerais, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul e Goias, infectando cerca
de 10 mil hectares (MENDES, 1993). Hoje estima-se que a area infectada com o
nematoide seja superior a 2,0 milhdes de ha e as perdas causadas devam somar mais de
150 milhdes de reais (EMBRAPA SOJA, 2004). E considerada uma das principais
pragas da cultura e tem preocupado os sojicultores de todo o mundo, ndo s6 pelos danos
e prejuizos causados, mas pela facilidade de disseminagdo e longa sobrevivéncia dos
ovos encistados no campo (NOEL, 1992).

O controle do NCS, bem como de outros nematdides, ¢ bastante complexo. O
controle por meio de resisténcia genética, embora seja o método mais econdomico e
eficiente, ¢ limitado pela escassez de cultivares resistentes adaptadas as diferentes
regides produtoras de soja, sendo que os principais cultivares de soja usados no Brasil
sao suscetiveis (FERRAZ et al., 1999). Além disso, o uso exclusivo de variedades
resistentes pode provocar pressdo de selecao de ragas, devido a grande variabilidade
genética desse parasita (SILVA e GARCIA, 1997). Os nematicidas sintéticos atuais
vém sofrendo limitacdes de uso em muitos paises devido a fatores toxicologicos,
ambientais € econdmicos, tornando o seu uso restrito no controle de fitonematoides
(NASCIMENTO, 1999; FRIGHETTO, 2000). O método de rotagdo de culturas com
espécies ndo-hospedeiras e plantas antagonistas ¢ considerada uma boa opgao para o
manejo desses fitonematoides, embora exista a possibilidade dessas plantas serem

hospedeiras de outros patdogenos que venham a atacar a cultura de soja (FERRAZ et al.,
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1999). O controle biologico utilizando-se de microorganismos, embora muito
pesquisado, carece de maiores estudos quanto a selecdo de organismos efetivos e sua
formulagdo afim de aumentar sua capacidade de estabelecimento e agdo no solo
(SALGADO, 2001).

Na busca por métodos ecologicamente corretos € economicamente viaveis, vem-
se estudando o uso de extratos vegetais no controle de diversos nematoides
fitopatogénicos (SCRAMIM et al., 1987; GONZALEZ e ESTEVEZ-BRAUN, 1997,
AMARAL et al., 2002; SALGADO e CAMPOS, 2003; DIAS-ARIEIRA et al., 2003).

A arvore indiana Nim (A4zadirachta indica), conhecida ha séculos por ser uma
fonte de inimeros pesticidas naturais, ja ¢ utilizada no combate a diversas pragas que
acometem importantes culturas (MARTINEZ, 2002). Algumas particularidades do nim
tornam-o bastante promissor para o controle de pragas: ¢ rustico, se desenvolve sob
condi¢des adversas, ndo precisa ser destruido para producdo de extratos, possui uma
gama de compostos complexos similares, o que reduz a probabilidade de resisténcia dos
organismos afetados, ¢ inofensivo ao homem e seus produtos possuem baixa
persisténcia no ambiente (MOURAO et al., 2004).

Varios trabalhos relatam com sucesso o uso de 0leo, torta e de extratos brutos de
varias partes da planta, além da incorporacdo de partes vegetativas e sementes
diretamente no solo visando ao controle de inumeras espécies de nematoides (GUPTA
et al., 1993; SCHMUTTERER, 1995; KHURMA e SINGH, 1997, AKTAR ¢
AKHTAR, 2000; RODRIGUES et al., 2001).

Geralmente atribui-se a bioatividade dos derivados do nim a quantidade de
ingrediente ativo do seu principal metabolito secundario, azadiractina-A
(GOVINDACHARLI, et al., 1996; MARTINEZ, 2002). Porém, um grande numero de
outros tetranortriterpendides, presentes em menores quantidades, tem exibido
significativa atividade bioloégica (SHARMA et al., 2003). Entretanto, a literatura
disponivel ndo tem contemplado informagdes a respeito dos efeitos dos triterpendides
isolados do nim no controle de nematoéides.

Dessa forma, objetivou-se nesse trabalho estudar o efeito in vitro e in vivo dos
extratos brutos e triterpendides puros, isolados de sementes de nim, na eclosdo,

mobilidade, mortalidade e no desenvolvimento de Heterodera glycines em soja.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Metodologia Geral

2.1.1. Obtencao dos juvenis de segundo estadio (J2) de Heterodera glycines

O nematoide Heterodera glycines, raga 3, foi multiplicado em plantas de soja
(Glycine max L. Merril) da cultivar Conquista, sob condi¢des de casa de vegetacdo por
cerca de 2 anos. Para extracdo dos ovos, colocaram-se as raizes lavadas sobre a peneira
de 0,85 mm de abertura, acoplada a outra de 0,15 mm e sob forte jato de agua retiraram-
se as fémeas que ficaram retidas na peneira de 0,15mm. Nesta, elas foram esmagadas
com o auxilio de um tubo de ensaio para a liberagdo dos ovos que foram recolhidos em
peneira de 0,025 mm. Estes foram entdo transferidos para camaras de eclosdo (LIMA e
FERRAZ, 1985). Foram selecionados J2 entre 12 e 48 horas de idade. Quantificaram-se
os juvenis com o auxilio de cdmara de Peters sob microscopio estereoscopico e a
suspensdao foi calibrada para 1000 juvenis/mL, exceto quando especificado

diferentemente.

2.1.2. Preparo dos extratos brutos de Nim

Os extratos brutos hexanico, metandlico e aquoso foram preparados de acordo
com a metodologia de extragdo seqiiencial. Trituraram-se 50 g de sementes nuas de nim
em liquidificador que foram transferidas para um erlenmeyer contendo 200 mL de
hexano destilado. Deixou-se extrair, sob agitacdo magnética, por 6 horas a temperatura
ambiente. Apos esse tempo, foi feita uma filtragcdo a vacuo onde recolheu-se o filtrado e
o residuo obtido foi reextraido por mais 2 (duas) vezes com hexano. Apos as extragdes
juntaram-se os filtrados e eliminou-se o solvente através de um evaporador rotatdrio,
resultando em 9 g de um o6leo de coloracdo amarela. O residuo retido no papel foi
transferido para um segundo erlenmeyer contendo 200 mL de metanol, deixando-se
extrair nas mesmas condi¢cdes descritas para o extrato hexanico. Assim, apds a
realizacdo de todas as etapas, obteram-se 4 g de um extrato de coloragdo verde escuro.
Finalmente, o residuo resultante dos processos anteriores foi secado em estufa a 40°C
por 3 horas, pesado (5 gramas) e em seguida transferido para um outro erlenmeyer
contendo 60 mL de dgua para a realizagdo de uma nova extragdo nas mesmas condi¢des

por mais 15 h. Apds, foi feita novamente uma filtragcdo e o filtrado contendo o extrato
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aquoso bruto de nim, com rendimento de 50 mL, foi separado e o residuo contido no
papel descartado. Para a realiza¢do dos bioensaios foram preparadas diluigdes de 1000
ppm e 100 ppm para os extratos metanolico e hexanico, solubilizados em solucdo de
Tween-80 (1% v/v) e diluigdes de (1/2 e 1/10, v/v) para o extrato aquoso, utilizando-se
de agua destilada. Todos os extratos foram armazenados em frascos escuros
devidamente vedados e mantidos em geladeira até o momento de utilizacao nos ensaios.

O fluxograma na figura 1 mostra a metodologia de extra¢do seqiiencial adotada

para obtencdo dos extratos brutos hexano, metanol e aquoso de sementes de nim.

Sementes nuas de nim maceradas
50g

e Extragdo — Hexano (3 x 200 mL )
e Temperatura ambiente - Agitagdo — 18 horas

Extrato Hexanico

o Filtracdo a vacuo

Filtrado Residuo (40 g)
¢ Concentrado sob e Extragdo — Metanol (3 x 200 mL )
rotavapor — 30° C e Temperatura ambiente - Agitagdo — 18 horas
Extrato hexanico Extrato Metandlico
Oleo amarelo (9 g)
e Filtracdo a vacuo

Residuo (5 g) Filtrado
e Extracio — Agua destilada (60 mL) e Concentrado sob
e Temperatura ambiente - Agitacdo — 18 horas rotavapor — 30° C

e Filtracdo a vacuo — Residuo descartado

Extrato Aquoso Extrato Metandlico
50 mL Verde escuro (4 g)
Figura1: Fluxograma da extragdo sequencial para obtencdo dos extratos

brutos hexanico, metandlico e aquoso.
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2.1.3. Obtencéo do extrato metandlico concentrado de sementes de nim (Aza-
A 60)

O extrato Aza-A 60, obtido a partir de extrato metandlico de sementes de nim, foi
preparado seguindo a metodologia proposta por SILVA et al. (2004). Quinhentos
gramas de sementes nuas maceradas de nim foram extraidos seqiliencialmente com
hexano e metanol. Submeteu-se o extrato metanolico obtido a diversas etapas de
parti¢do com hexano, acetato de etila e 4gua e tratamento com carvao ativo, obtendo-se
finalmente 4,0 gramas de um p6 contendo 60% de azadiractina A. O pé foi solubilizado
em solu¢do do detergente Tween 80 a 1% (v/v) e prepararam-se solugdes cujas
concentragdes finais foram: 0,01; 0,1; 1; 10; 100 ppm. Estas solu¢des foram

devidamente vedadas e armazenadas em geladeira.

2.1.4. Isolamento dos triterpendides a partir de extrato metandlico concentrado
de sementes de nim (Aza-A 60)

Os limonodides azadiractina A (Aza-A), azadiractina B (Aza-B), azadiractina H
(Aza-H), desacetilnimbim (Dnim), desacetilsalanim (Dsal), nimbim (Nim) e salanim
(Sal) foram isolados mediante purificagdo do extrato metandlico concentrado de
sementes de nim (Aza-A 60), utilizando-se da metodologia proposta por SILVA et al.
(2004) e SILVA e JHAM (2004). De posse dos limondides isolados prepararam-se
solugdes estoques a 100 ppm (250 mL), mediante solubilizacdo de cada substancia em
solu¢do aquosa do surfactante Tween 80 a 1% (v/v). A partir dessas solucdes foram
preparadas 3 diluicdes, 1, 10 e 100 ppm, para cada composto. As diluigdes foram

mantidas em geladeira, até a sua utiliza¢do nos bioensaios.

2.1.5. Analise estatistica

Os ensaios foram montados em delineamento inteiramente casualizado com 6 ou 7
repeti¢des, utilizando-se dgua como testemunha. Os dados foram submetidos a analise
de variancia e as médias foram comparadas pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade,

usando-se o programa SAEG - Sistema de Andlises Estatisticas em Genética

(EUCLYDES, 1983).
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2.2. Efeito in vitro dos extratos brutos de sementes de nim na
mobilidade de juvenis de segundo estadio (J2) de Heterodera
glycines

A mobilidade de J2 nos extratos foi avaliada de acordo com o método do tubo
invertido proposto por KIMURA et al. (1981), com algumas modificagdes.

Dessa forma, retiraram-se 2,5 mL das solucdes de extratos brutos, obtidos
conforme descrito em 2.1.2 e transferiram-se para tubos-teste (5 cm de comprimento e
1,5 cm de diametro) contendo 0,1 mL de suspensdo de nematodides (500 J2). Os tubos
foram tampados com camada dupla de lenco de papel permeavel e incubados no escuro
por 24 horas, a 26°C. Montou-se o ensaio com 7 repetigdes por tratamento. Ao término
deste periodo, os mesmos foram invertidos sobre placas de Petri (Scm de didmetro) e
novamente incubados por 24 horas nas mesmas condi¢des. Apds esse tempo, realizou-se
a contagem dos nematoides presentes em cada placa, com auxilio de um microscopio
estereoscopico. Consideraram-se moveis (vivos) os nematoides (J2) recuperados apos

atravessarem o aparato de extragao.

A atividade nematicida de cada tratamento foi calculada em relagdo a

percentagem de imobilidade, conforme a seguinte equagao:

Imobilidade (%) = 100 - [(Y x 100)/ X]

Em que : X = média do nimero de nematoides recuperados na testemunha e

Y = média do niimero de nematdides recuperados nos tratamentos.

2.3. Avaliacao do desenvolvimento de juvenis de segundo estadio (J2)
de Heterodera glycines, em soja, apos tratamento com extratos
brutos de nim

Em vasos contendo 2 L. de uma mistura solo:areia (1:1), previamente tratada com
brometo de metila, foram semeadas 3 sementes de soja da cultivar Conquista. Apos a
germinagdo fez-se o desbaste deixando-se uma planta por vaso. Nesse periodo, foram
adicionados em erlenmeyers distintos 35mL de cada solucdo dos extratos brutos nas
suas respectivas dilui¢des, preparadas conforme se¢do 2.1.2, mais 1 mL de suspensao de
nematodides (1100 J2/mL). Tais erlenmeyers foram encubados a 26°C, ao abrigo da luz,

durante 24 horas. Apds, efetuou-se a inoculagdo usando-se 5 mL de cada suspensao
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(tratamento + juvenis) por vaso. Os vasos, 7 repeticdes por tratamento, foram mantidos
em casa de vegetacdo durante 30 dias em condigdes ideais para o desenvolvimento da
planta.

Apoés esse tempo, as plantas foram retiradas dos vasos, descartando-se a parte
aérea. As raizes foram submetidas a extra¢do das fémeas e ovos, conforme descrito na
secao 2.1.1. Em seguida, contaram-se o nimero de fémeas e ovos em camaras de

contagem com auxilio de um microscépio estereoscopico.

2.4. Efeito do extrato de Aza-A 60 na mobilidade de juvenis de
segundo estadio (J2) de Heterodera glycines in vitro

Os juvenis, obtidos conforme metodologia descrita em 2.1.1, foram diluidos para
uma suspensdo de 147 J2/mL de agua. Em cada tubo-teste, de acordo com o método
descrito em 2.2, adicionaram-se 1 mL da suspensado de juvenis e 2,5 mL de cada solugao
de residuo de Aza-A 60 nas concentragdes: 0,01; 0,1; 1; 10; 100 ppm, preparadas na
se¢do 2.1.3. As concentragoes finais das solugdes do extrato de Aza-A 60 resultaram em
0,007; 0,07; 0,7; 7 e 70 ppm devido ao volume da suspensdo aquosa de nematoides. O
ensaio foi montado com 6 repeti¢des por tratamento. Apds 48 horas quantificou-se os J2

e calculou-se a atividade nematicida através da % de imobilidade dos juvenis.

2.5. Avaliacdo da mortalidade, in vitro, de juvenis de segundo estadio
(J2) de Heterodera glycines tratados com triterpendides isolados
do extrato de Aza-A 60

Primeiramente, foi preparada uma suspensdo de J2 com aproximadamente 600
J2/mL de agua, conforme se¢do 2.1.1. Seguindo a metodologia do tubo invertido, ja
descrita na secdo 2.2, transferiram-se para cada tubo-teste 2,5 mL de cada solucdo das
substancias Aza-A, Aza-B, Aza-H, Dnim, Dsal, Nim e Sal, nas dilui¢des de 1, 10 e 100
ppm, preparadas na secdo 2.1.4, mais 0,5 mL da suspensdo de nematdides. As
concentragdes das solucdes-teste resultaram nas dilui¢des 0,8, 8 ¢ 80 ppm. Apos 48
horas, avaliou-se o niimero de juvenis ativos e, posteriormente, a percentagem de
mortalidade desses.

A confirmacdo da mortalidade dos juvenis foi realizada utilizando-se a
metodologia proposta por CHEN e DICKSON (2000). Para tal, ImL de suspensdo de

nematoides (300 J2) foi transferido para tubos de ensaio (5 mL) contendo 2,5 mL de
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cada solu¢dao (100 ppm) dos triterpendides isolados. A concentragdo final de cada
solucao-teste foi de 80 ppm. Em seguida os tubos foram mantidos em incubadora a
26°C durante 24 horas. Passado esse periodo, transferiu-se 100 pL da suspensdo para
laminas escavadas para leitura em microscopio. Em seguida contou-se o numero de (J2)
presentes na lamina e adicionou-se 2 gotas de solu¢cdo de NaOH 1 mol/L (50-100 pL).
Num periodo de até 3 minutos, quantificaram-se 0s juvenis que reagiram com
movimento a solugdo da base, os quais foram considerados vivos. Foram realizadas 2
contagens por tratamento. A partir dai, calculou-se a percentagem de J2

verdadeiramente mortos.

2.6. Avaliacdo do desenvolvimento de Heterodera glycines, em soja,
apos tratamento com triterpenodides isolados do extrato de Aza-A
60

Inicialmente prepararam-se vasos em casa de vegetacdo, cada um deles contendo
uma planta de soja, conforme a secdo 2.3. Nesse tempo, foram adicionados em
diferentes erlenmeyers, 20 mL de cada solugdo das substancias Aza-A, Aza-B, Aza-H,
Dnim, Dsal, Nim e Sal a 100 ppm, preparadas conforme 2.1.4, mais 5 mL da suspensao
de nematodides (aproximadamente 1400 J2), preparada conforme secdo 2.1.1. As
solucdes-teste tiveram suas concentragdes reajustadas para 80 ppm. Tais erlenmeyers
foram encubados a 27°C, ao abrigo da luz, durante 24 horas. Apos, efetuou-se a
inoculagdo utilizando-se de 4 mL de cada suspensao (tratamento + juvenis) por vaso. Os
vasos, distribuidos em 6 repetigdes por tratamento, foram mantidos em casa de
vegetacdo durante 30 dias, conforme se¢do 2.3.

Ap0s esse periodo, as plantas foram retiradas dos vasos e efetuou-se a extracao de
fémeas e ovos presentes nas raizes, conforme secdo 2.1.1. Avaliou-se a contagem do
numero de fémeas e ovos através de camaras de contagem sob microscopio

estereoscopico.

2.7. Efeito de triterpendides isolados do extrato de Aza-A 60 na eclosiao
de juvenis de segundo estadio (J2) de Heterodera glycines

Os ovos de H. glycines foram obtidos conforme descrito na secdo 2.1.1, onde
calibrou-se a suspensdo para 2500 ovos/mL. Montaram-se as camaras de eclosao

utilizando-se de placas de Petri (5 cm de didmetro), nas quais foram adicionados 5 mL
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de cada solucdo das substancias puras Aza-A, Aza-B, Aza-H, Dnim, Dsal, Nim e Sal a
100 ppm, preparadas conforme secao 2.1.4. A placa foi coberta com tela de nailon
(1mm? de abertura) + lenco de papel permeavel e sobre tais cAmaras foram depositados
aproximadamente 1000 ovos (0,4 mL da suspensdo). Cada placa constituiu uma unidade
experimental repetida 7 vezes. As camaras de eclosdo foram mantidas no escuro em
incubadora regulada para 26,5 °C. O experimento foi avaliado de 48 em 48 horas, por
10 dias quando as solugdes eram trocadas. Apos a 5* contagem (10° dia), a solucao-teste
presente em cada placa foi substituida por dgua destilada, realizando-se mais duas
contagens (96 h) posteriormente. As leituras constituiram-se da contagem dos J2
eclodidos a cada 48 horas, sob microscopio estereoscopico. A percentagem de eclosao
foi calculada comparando-se o somatério do numero de juvenis eclodidos apos
exposi¢do aos tratamentos, no intervalo de 0 a 240 h, com o somatorio obtido para os

juvenis eclodidos em agua no mesmo intervalo de tempo.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Efeito in vitro dos extratos brutos de sementes de nim na
mobilidade de juvenis de segundo estadio (J2) de Heterodera
glycines

O numero de J2 vivos tratados com os extratos aquosos (1/2 e 1/10 v/v) nao
diferiu significativamente (P 0,05) daquele com extrato metanolico a 1000 ppm,
entretanto diferiu quando a concentragdo usada foi 100 ppm (Tabela 1). Quanto ao
percentual de J2 imoéveis, observou-se que houve diferenga significativa entre os
tratamentos, sobressaindo-se o uso do extrato metanolico a 1000 ppm e dos extratos
aquosos (1/2 e 1/10 v/v), que ocasionaram uma redugdo de aproximadamente 100 % na
mobilidade dos J2 (Figura 2). J& o extrato metandlico a 100 ppm proporcionou uma
reducdo de apenas 48%. Nao se verificou diferenca estatistica entre os extratos hexanico
e a agua (testemunha), confirmando a ineficicia desse extrato na mobilidade de H.

glycines in vitro.

Tabela1- Numero de juvenis de segundo estadio de Heterodera glycines recuperados
pelo funil Baermann apds tratamento com diferentes extratos obtidos a
partir de sementes de nim.

TRATAMENTOS N°DE J2 VIVOS *
Extrato aquoso 1/2 (v/v) "3,14a
Extrato aquoso 1/10 (v/v) 3,00 a
Extrato Metanolico 1000 ppm 1,14 a
Extrato Metanolico 100 ppm 127,14 b
Extrato Hexanico 1000 ppm 22320 ¢
Extrato Hexanico 100 ppm 210,14 ¢
Agua 245,14 ¢

" Média de 7 repetigdes.
™ As médias seguidas pela mesma letra na coluna nio diferem entre si pelo teste de Tukey a 5%
de probabilidade.
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Figura 2: Percentagem de juvenis de segundo estadio de Heterodera glycines
imobilizados pela acdo de diferentes extratos obtidos a partir de sementes
de nim. As médias seguidas pela mesma letra nas colunas nao diferem
entre si pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Os extratos alcoolicos de sementes de nim sdo amplamente utilizados no controle
e combate a diversas pragas e doengas, inclusive nematdides (NATIONAL
RESEARCH, 1992). Sabe-se que estes extratos sdao ricos em tetranortriterpendides
(limonoides) e tais substancias, como a Azadiractina A, por exemplo, conferem a maior
parte da atividade biologica destes extratos (GOVINDACHARI et al., 1996;
MARTINEZ, 2002; JHONSON e MORGAN, 1997a; SHARMA et al., 2003).

A atividade nematicida dos extratos aquosos de sementes de nim, preparados de
forma direta (tradicional), ¢ bem conhecida na literatura, tendo sua atividade
comprovada sobre diversos nematdides (KHURMA e SINGH, 1997; DEBANAND et
al., 2000). Recentemente, RODRIGUES et al. (2001) comprovaram a eficiéncia desses
extratos na mortalidade de H. glycines, in vitro ¢ in vivo. Entretanto, os extratos aquosos
obtidos pelo método de extragdo seqiiencial possuem uma quantidade minima dos
limonodides, presentes em alta concentragdo nos extratos metandlicos e aquosos
tradicionais. Assim, acredita-se que outras substancias possam estar sendo responsaveis
pela atividade notéria dos extratos aquosos testados. Segundo JOHNSON ¢ MORGAN
(1997b), alguns compostos de elevada polaridade, como sais, glicosideos, pigmentos e
derivados protéicos, estdo presentes na matrix celular de sementes de nim, sendo
extremamente soliveis em agua e pouco soluveis em solventes organicos. Um exemplo

dessas substancias ¢ a classe de glicosideos saponinicos. As saponinas triterpenoidicas,
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encontradas em maior abundincia na natureza, sdo extremamente toxicas a insetos €
moluscos e possuem como caracteristica a formagdo de espuma em meio aquoso
mediante agitacdo (ROBBERS et al., 1997). Pode-se observar durante o preparo dos
extratos aquosos a formagao de espuma quando os mesmos eram mantidos sob agitacao.
Assim, todos esses indicios levam a crer que tais saponinas podem estar presentes nos
extratos aquosos de sementes nim obtidos de forma seqiiencial, sendo responsaveis pela
atividade nematicida desses.

A auséncia de atividade dos extratos hexanicos nas dosagens utilizadas sobre os
juvenis de H. glycines pode ser explicada pelo fato de que tais extratos possuem uma
quantidade minima das principais substancias ativas (triterpenoides), que geralmente
estdo presentes em elevadas concentragdes nos extratos aquosos e, principalmente, nos
extratos alcodlicos de sementes de nim (NATIONAL RESEARCH, 1992; JOHNSON e
MORGAN, 1997b). Isto ¢ devido ao baixo poder de extracdo apresentado pelo hexano e
outros solventes lipofilicos, frente aos triterpenodides ativos polares presentes nas
sementes de nim (JARVIS, ef al., 1999). Sabe-se que os extratos hexanicos de nim sdo
constituidos principalmente pela parte oleosa das sementes, rica em triacilglicerdis e
acidos graxos livres como o oléico, palmitico e estearico (SKELLON et al., 1962,
citado por JOHNSON e MORGAN, 1997b). Assim, este 6leo nao ¢ considerado um
biopesticida efetivo (NATIONAL RESEARCH, 1992). Entretanto, novas pesquisas
vém demonstrando que este 6leo, em certos casos, pode matar ovos de insetos, larvas de
mosquitos, além de afetar os estigios de vida de diferentes pragas (NATIONAL
RESEARCH, 1992).

3.2. Avaliacido do desenvolvimento de juvenis de segundo estadio (J2)
de Heterodera glycines, em soja, apos tratamento com extratos
brutos de nim

Plantas inoculadas com juvenis tratados com extratos de nim produziram menos
fémeas e ovos (P 0,05) quando o tratamento foi com extrato aquoso (1/2 v/v) ou
metanolico (1000 ppm) (Tabela 2). Em relagdo aos outros tratamentos com menor
eficiéncia sobre os nematdides, merece destaque o extrato hexanico. Foi demonstrado
no teste in vitro (se¢do 3.1) que este extrato ndo apresentou atividade significativa na
mobilidade de H. glycines. Entretanto, pdde-se verificar no teste in vivo, que embora o
extrato hexanico, nas duas dosagens utilizadas (100 e 1000 ppm), ndo tenha apresentado

diferenca estatistica (P 0,05) em relagdo a testemunha, a dosagem a 1000 ppm
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apresentou uma reducdo do niimero de fémeas e ovos de 34% e 62%, respectivamente,
ao passo que a 100 ppm, a reducdo foi de 32% para o numero de fémeas e 43% para o
nimero de ovos. Assim, pode-se dizer que embora o extrato hexanico ndo cause a morte
dos J2, ele interfere no desenvolvimento das outras fases do ciclo de vida. Por exemplo,
poderiam reduzir a penetragdo dos juvenis nas raizes das plantas hospedeiras, a
semelhanca do que ocorre com os nematicidas sistémicos convencionais, uma vez que
esses produtos causam o desorientamento dos nematoides dificultando a localizagdo da

planta (SPURR JUNIOR, 1985).

Tabela 2: Numero de fémeas e ovos de Heterodera glycines por sistema radicular de
soja 'Conquista' apds a inoculag¢do dos juvenis de segundo estadio tratados
com extratos brutos de nim.

Extratos N° de Fémeas N° Ovos”
Extrato Aquoso 1/2 (v/v) 1,30 be 139,00 b
Extrato Aquoso 1/10 (v/v) 3,70 abc 507,10 ab
Extrato Metano6lico 1000 ppm 1,00 ¢ 105,40 b
Extrato Metano6lico 100 ppm 11,00 a 1158,80 ab
Extrato Hexanico 1000 ppm 6,90 abc 599,40 ab
Extrato Hexanico 100 ppm 7,10 abc 894,14 ab
Testemunha (Agua) 10,40 ab 1577,40 a

" Média de 7 repeticdes.
" Médias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 %
de probabilidade.

3.3. Efeito do extrato de Aza-A 60 na mobilidade de juvenis de segundo
estadio (J2) de Heterodera glycines in vitro

Verificou-se que o extrato Aza-A 60 mostrou ser extremamente eficiente na
reducdo da mobilidade (P 0,05) dos J2 (Tabela 4), uma vez que solugdes de
concentragdes relativamente baixas, por exemplo 70 ppm, causaram aproximadamente
92% de imobilidade dos nematdides (Figura 3). A curvay = 0,7464x + 18,345 (Figura
3) revelou que o aumento da porcentagem de imobilidade foi diretamente proporcional
ao aumento da concentragdo das solugdes testadas, confirmada através da aplicagcdo da

regressdo linear simples, cujo valor foi de r* =0,94.
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Tabela 4 - Numero de juvenis de segundo estadio de Heterodera glycines recuperados
pelo funil Baermann apds tratamento com o extrato de Aza-A 60 em
diferentes concentragdes.

Concentracoes de Aza-A 60 (ppm) N° DE* ;12 VIVOS *
70 7,0d
7 58,2 ¢
0,7 67,0 bc
0,07 67,7 bc
0,007 74,2 b
Testemunha (agua) 88,8 a

" Média de 6 repetigdes.
™ As médias seguidas pela mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a
5% de probabilidade.

100 y=0,75x + 18,35 > =0,94

(%) Imobilidade de J2

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Concentragoes de Aza-A 60(ppm)

Figura 3: Curva da percentagem de imobilidade de juvenis de segundo estadio (J2) de

Heterodera glycines, frente a diferentes concentragdes do extrato de Aza-A
60.

A eficiéncia nematicida do extrato de Aza-A 60 sobre Rotylenchulus reniformis
ja foi demonstrada por SHARMA et al. (2003). Tais autores verificaram que houve
reducdo de 50% da populacdo de juvenis (J4) de R. reniformis, ap6s 72 horas de
exposicdo ao extrato concentrado de Aza-A 60 na dosagem de 151 ppm. Essa atividade
nematicida foi atribuida principalmente a presenca do contetido de Azadiractina A, bem
como outros compostos presentes em menores concentracdes como Azadiractina B e
Azadiractina H.

Assim, a atividade nematicida de Aza-A 60 sobre os J2 de H. glycines permitiu

confirmar a eficiéncia dos métodos de purificagdo utilizados por SILVA et al. (2004) e
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SILVA e JHAM (2004), uma vez que ndo houve perda da atividade biologica das
substancias presentes no extrato testado se comparado ao extrato metandlico bruto

(material de origem), cuja atividade j& foi comprovada anteriormente.

3.4. Avaliacdo da mortalidade, in vitro, de juvenis de segundo estadio
(J2) de Heterodera glycines tratados com triterpendides isolados do
extrato de Aza-A 60

Em praticamente todas as dosagens das substincias testadas houve reducdo do
numero de J2 recuperados (Figura 4) e esse efeito foi inversamente proporcional ao
aumento da dosagem aplicada, com as doses de 80 ppm mostrando-se mais efetivas.
Similarmente, o percentual de mortalidade dos J2 foi maior quando as dosagens testadas
foram de 80 ppm. Aqui também a taxa de nematoides mortos foi confirmada pelo teste
com NaOH (1 mol/L). Nimbim e salanim a 80 ppm foram os compostos que
apresentaram o maior potencial nematicida, causando 100 % de mortalidade dos juvenis
tratados. O composto desacetilsalanim (Dsal), nas trés dosagens testadas, foi o que

apresentou numericamente o menor efeito nematicida.
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Figura 4: Numero de juvenis de segundo estadio de Heterodera glycines recuperados
pelo funil Baermann e percentagem de mortalidade apds tratamento com
triterpenoides puros em diferentes concentragdes.
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A eficiéncia dos triterpendides testados na mortalidade de H. glycines mostrou
estar perfeitamente de acordo com o observado em literatura para outros nematdides,
apesar de existir em poucos trabalhos descrevendo a a¢do nematicida de triterpendides
isolados de sementes de nim.

SHARMA et al. (2003) avaliando o efeito das substincias azadiractina A (Aza-
A), azadiractina B(Aza-B) e azadiractina H (Aza-H) na mortalidade, in vitro, de juvenis
de Rotylenchulus reniformis, verificaram que o composto Aza-B foi o mais efetivo,
sendo que a dosagem de 96,6 ppm reduziu 50% da populagdo de nematodides. Para o
mesmo efeito foram gastos 119,1 ppm para Aza-A ¢ 141,2 ppm para Aza-H.

Em ensaios realizados, in vitro, sobre o nematdide Meloidogyne incognita,
DEVAKUMAR et al. (1992) citados por SHARMA et al. (2003) verificaram atividade
significativa de algumas azadiractinas e outros triterpenoides presentes em sementes de
nim, como o nimbim ¢ o salanim.

SIDDIQUI e ALAM (1993) relataram a ag¢dao nematicida de azadiractina A e
nimbim sobre os nematdides Meloidogyne incognita, Hoplolaimus indicus,
Helicotylenchus indicus, Rotylenchulus reniformis, Tylenchorhynchus brassicae e
Tylenchus filiformis, e observaram que a mortalidade dos juvenis aumentava com o
aumento das concentragdes das substancias testadas e com o periodo de exposicao aos
produtos. Tanto o nimbim quanto a azadiractina, na dosagem de 100 ppm, causaram 100
% de mortalidade apds 48 horas de exposi¢do dos juvenis, para todas as espécies
avaliadas.

Assim, fica registrada a eficiente acdo nematicida, principalmente de nimbim e

salanim, sobre o nematoide de cistos da soja.

3.5. Avaliacdo do desenvolvimento de Heterodera glycines, em soja,
apos tratamento com triterpendides isolados do extrato de Aza-A
60

As plantas inoculadas com juvenis tratados com os triterpendides puros Aza-A,
Aza-B, Aza-H, Dnim, Dsal, Nim e Sal a 80 ppm produziram menos fémeas e ovos
(P 0,05) que a testemunha (dgua). Nao houve diferenca significativa (P 0,05) entre os
compostos avaliados (Tabela 7). Além disso, tais triterpenodides apresentaram uma
reducdo média de 95% tanto para o nimero de fémeas quanto para o nimero de ovos de

H. glycines em relacdo a testemunha. Dessa forma, todas as substincias testadas
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apresentaram efeito nematicida consideravel, afetando o desenvolvimento das fases do

ciclo de vida do nematoide.

Tabela 7:  Numero de fémeas e ovos de Heterodera glycines por sistema radicular de
soja 'Conquista' ap6s a inoculagdo dos juvenis de segundo estadio tratados
com triterpendides.

Triterpendides a 80 ppm N° de Fémeas N° de Ovos”
Testemunha (Agua) 405a 77922 a
Azadiractina A 1,2b 2422 b
Azadiractina B 40b 804,7b
Azadiractina H 1,2b 308,3b
Desacetilnimbim 23b 469,7b
Desacetilsalanim 35b 851,3b
Nimbim 1,2b 2372 b
Salanim 1,3b 285,8b

" Média de 6 repetigoes.
Meédias seguidas da mesma letra, nas colunas, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

3.6. Efeito de triterpendides isolados do extrato de Aza-A 60 na eclosido
de juvenis de segundo estadio (J2) de Heterodera glycines

Como esperado, a eclosdo dos J2 de H. glycines caiu gradativamente ao longo
dos 10 dias independente do tratamento usado (Tabela 8). De uma maneira geral, as
substancias Aza-A, Aza-B, Aza-H, Dnim, Dsal ¢ Nim a 100 ppm, mostraram a mesma
eficiéncia na reducdo da eclosdo dos juvenis de segundo estadio, ndo diferindo
estatisticamente entre si a 5 % de probabilidade, mas diferindo da testemunha. As
percentagens de eclosdo variaram de 46 a 62,5 % em relacdo a testemunha (Figura 5) e
a substancia salanim a 100 ppm mostrou ser mais eficiente (P 0,05) dentre as
substancias testadas, uma vez que apresentou uma menor porcentagem de eclosdo
(46%) dos J2.

Nao se observou efeito nematostatico das substancias na concentragdao de 100
ppm, uma vez que a eclosdo continuou caindo mesmo na auséncia destas, isto €, na

presenca de dgua (Tabela 8).
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Tabela 8 :  Efeito de triterpendides obtidos de sementes de nim na eclosdo de juvenis do
segundo estadio (J2) de Heterodera glycines.

N° de juvenis eclodidos”

Triterpendides

a2 100 ppm 336h

48h 96h 144h 192h 240 h Total (4gua)

Agua 260,9 a 158,1 a 165,3 a 168,9 a 100,7 a 8539a 331"
Azadiractina A 1523b 142,7 ab 91,0 bc 64,6 b 50,7b 501,3 be 45,0
Azadiractina B 1373 b 1199b 105,7 be 64,7b 58,0b 485,6 bc 52,2
Azadiractina H 149,1b 1329 ab 1184Db 86,6 b 440b 531,0b 40,6
Desacetilnimbim | 138,6 b 120,0 b 1146 b 64,3 b 56,0b | 493,5bc 479
Desacetilsalanim | 162,6 b 122,0b 102,6 be 81,9b 64,3ab | 533,4b 52,4
Nimbim 1639b 113,1b 98,1 bc 74,40 56,3b 505,8 be 473
Salanim 117,7b 1143b 77,7 ¢ 46,9 be 430b 399,6 ¢ 41,0

" Média de 7 repeticdes.
Meédias seguidas da mesma letra, na coluna, ndo diferem entre si pelo teste de Tukey a 5 % de
probabilidade.

n.s. — Nao significativo.
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Figura 5: Percentagem de eclosdo total de juvenis de segundo estadio de Heterodera
glycines na presenga de diferentes triterpenodides isolados do extrato de
Aza-A 60, ap6s 240 horas.

Um efeito nematicida médio em torno de 50% foi observado entre as substancias
estudadas. Essa redugdo na infec¢do de plantas de soja por H. glycines ainda pode

permitir um rapido aumento na populagao no campo. Entretanto, a agdo ovicida também
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ndo tem sido observada com o uso de nematicidas convencionais (SPURR JUNIOR,
1985) ou quando ¢ observada, a taxa de redug¢dao tem sido baixa mesmo quando
substancias extraidas de plantas tém sido avaliadas (KHURMA e SINGH, 1997; OKA,
et. al, 2000; AMARAL, et al., 2002; DIAS-ARIEIRA et al., 2003; SALGADO et al.,
2003; SALGADO e CAMPOS, 2003). Entretanto, quando se somam os efeitos na
eclosio e mortalidade de J2 de H. glycines pelo uso desses triterpendides,
principalmente pelos compostos salanim e nimbim, o nivel de controle esperado ¢ mais
alto. Esse nivel de controle em condi¢des de campo ainda precisa ser avaliado.

DEVAKUMAR et al. (1985) testaram extratos acetonicos concentrados de
sementes de nim, preparados por extracdo sequencial, na eclosdo de Meloidogyne
incognita, obtendo-se resultados em torno de 65% na inibi¢ao da eclosdao dos juvenis em
concentragdes de 100 ppm dos extratos testados. Este efeito nematotoxico foi atribuido
principalmente aos constituintes quimicos triterpendides (limonodides), presentes em alta
concentragao nesses extratos.

O efeito nematicida na eclosdo dos juvenis de Meloidogyne incognita pelas
substancias azadiractina A e nimbim foi relatado por SIDDIQUI e ALAM (1993). Os
autores verificaram que azadiractina A nas concentragdes a 10, 100 e 1000 ppm
apresentou uma percentagem de eclosdo de 36, 30 e 12 %, respectivamente. Para o
composto nimbim a percentagem de eclosdo foi de 40, 35 ¢ 19 %, nas concentracdes a

10, 100 e 1000 ppm, respectivamente.
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4. CONCLUSOES

Os extratos brutos aquoso (1/2 e 1/10 v/v) e metanolico (1000 ppm), mostraram-
se potencialmente ativos na reducdo da mobilidade in vitro dos juvenis de
segundo estddio (J2) de Heterodera glycines, além de terem afetado o
desenvolvimento do nematdide no teste realizado in vivo (casa de vegetagdo). O

extrato hexanico afetou apenas o desenvolvimento do nematodide no teste in vivo.

O extrato metanolico concentrato de sementes de nim (Aza-A 60) apresentou
atividade nematicida sobre os J2 de H. glycines de até 92% quando se usou a

concentragdo de 70 ppm.

Os triterpendides azadiractina A, azadiractina B, azadiractina H,
desacetilnimbim, nimbim e salanim demostraram ser os mais téxicos sobre J2 de
H. glycines. Os compostos nimbim e salanim, ambos a 80 ppm, foram os mais
ativos causando mortalidade de 98,3% e 99,9%, respectivamente, nos juvenis de

segundo estadio de H. glycines.

As substancias azadiractina A, azadiractina B, azadiractina H, desacetilnimbim,
desacetilsalanim, nimbim e salanim a 80 ppm afetaram o desenvolvimento do
nematoide no teste realizado in vivo, havendo uma redugdo média de 95% do

numero de fémeas ¢ ovos do nematoide em relagdo a testemunha.

Os compostos azadiractina A, azadiractina B, azadiractina H, desacetilnimbim,
desacetilsalanim, nimbim e salanim a 100 ppm reduziram a eclosdo dos juvenis
(J2) de H. glycines. A inibicdo da eclosdo variou de 46 a 62,5 % e nao foi

observada acdo nematostatica até 96 horas apos o tratamento.
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6. CONCLUSOES GERAIS

A técnica de cromatografia em contracorrente (CCC), seguida por cromatografia
liquida de alta eficiéncia de fase reversa (CLAE-FR) preparativa para o fracionamento e
isolamento, respectivamente, dos triterpendides azadiractina A, azadiractina B,
azadiractina H, desacetilnimbim, desacetilsalanim, nimbim e salanim, presentes em
Aza-A 60, mostrou ser eficiente uma vez que todos os compostos foram obtidos com
elevado grau de pureza. Algumas vantagens no uso da CCC foram notadas, como
rapidez e reprodutibilidade das analises, baixo consumo de solventes, boa resolu¢ao dos
compostos € recuperagdo quantitativa da amostra injetada. Além disso, verificou-se a
ocorréncia do balanco de massas dos componentes fracionados, o que raramente ¢
observado pelo uso de técnicas convencionais de cromatografia sélido-liquida aplicadas
a purificagdo de produtos naturais complexos.

Os extratos brutos aquoso e metandlico de sementes de nim apresentaram
atividade expressiva no controle de H. glycines, tendo afetado significativamente tanto a
mobilidade dos juvenis de segundo estaddio (J2), in vitro, como também o
desenvolvimento das fases de vida do nematdide em plantas de soja. Atribuiu-se a
atividade do extrato aquoso a possivel presenca de saponinas triterpenoidicas. Ja para o
extrato metandlico, a acdo nematicida foi devido a presenca de triterpendides
(limonoides). O extrato hexanico, por sua vez, afetou apenas o desenvolvimento do
nematodide, indicando que devem existir outras substincias nematicidas a serem
exploradas.

O extrato de Aza-A 60 também mostrou ser potencialmente ativo, causando alta
taxa de imobilidade dos J2 proporcionalmente as concentragdes testadas. Este controle,
da mesma forma como observado para o extrato metanolico bruto (material de origem),
foi devido principalmente a presenca de limondides, confirmando a eficiéncia do
método de purificacao adotado nesse trabalho.

Todos os triterpenodides puros, isolados nesse trabalho, causaram mortalidade dos
J2 nas dosagens testadas, tendo o nimbim e o salanim apresentado o efeito nematicida
maximo ao se utilizar maiores concentracdes. Observou-se também atividade nos
ensaios in vivo, onde todos os compostos afetaram significativamente o

desenvolvimento dos juvenis.
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Com relacdo a eclosdo dos J2 de H. glycines, todas as substancias puras testadas
apresentaram acao ovicida mediana, sendo o composto salanim o mais nematotoxico.
Além disso, ndo se observou a¢do nematostatica para nenhuma delas.

A atividade nematicida apresentada pelos triterpenodides puros, isolados nesse
trabalho, permitiu concluir que a técnica pioneira de CCC/CLAE-FR revelou mais uma
vez ser um eficiente método de purificagdo de compostos organicos diversos, em
especial produtos naturais biologicamente ativos, uma vez que ndo houve perda de
atividade dos triterpendides isolados se comparados ao seu material de origem.

Assim, somados todos os efeitos na eclosdo, mortalidade e desenvolvimento de J2
de H. glycines, causados pelos triterpendides puros testados, o nivel de controle
esperado deverd ser maior, sendo que dentre essas substincias, nimbim e salanim
poderdo apresentar um controle ainda mais significativo. Contudo, os efeitos da
aplicacao desses triterpendides em condi¢des de campo ainda necessitam ser estudados.

Para o nematdide de cistos da soja, devido a dificuldade de controle que os
métodos convencionais tém apresentado, a descoberta de plantas que possuam alguma
acdo nematostatica/nematicida, como por exemplo o nim, poderd fornecer novas
alternativas para extensas areas de plantio de soja que se encontram comprometidas

devido aos elevados niveis populacionais deste nematoide.
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ANEXOS

(A)

(F) 6)

Figura 1: Estruturas de alguns tetranortriterpendides isolados do nim: azadiractina A (A),
azadiractina B (B), azadiractina H (C), desacetilnimbim (D), desacetilsalanim

(E), nimbim (F) e salanim (G).
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Figura 2: Mass histogram of the fractions obtained on countercurrent
chromatography purification of neem seed concentrate (aza-A 60).
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Figura 3: HPLC trace (preparative) obtained on analysis neem seed concentrate (aza-A
60). Peaks 1 to 7 are azadirachtin H, azadirachtin A, azadirachtin B,
desacetylnimbim, desacetylsalanim, nimbim and salannin, respectively.
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Table 1: °C NMR (at 75 MHz) chemical shifts (8, ppm) of azadirachtin A (A) along
with the literature [13] values in parentheses. Solvent : CDCls, reference
TMS.

Carbon Number * 0 (ppm) in azadirachtin A and
literature values in parentheses

2 1044 (104.2)
3 449  (44.9)
4 45.6  (45.6)
5 746  (74.5)
6 740  (73.9)
8 732 (73.0)
9 530  (53.1)
10 372 (37.1)
11 503 (50.4)
12 69.3  (69.1)
13 672  (67.1)
14 30.0  (29.8)
15 70.7  (70.7)
17 173.6  (173.3)
19 527 (52.7)
20 70.1  (70.1)
22 63.8  (68.6)
23 48.9  (48.7)
24 83.8  (83.6)
25 109.0  (108.8)
27 76.70  (76.5)
28 252 (25.1)
29 107.6  (107.5)
30 1473 (147.0)
32 215 (21.4)
34 172.0 (171.8)
36 526  (52.6)
38 169.6  (169.5)
41 166.4  (166.2)
44 18.5 (18.4)
47 21.1  (20.8)
48 128.9 (128.8)
49 137.7 (137.5)
50 143 (14.2)
51 122 (11.9)

*See Fig.1 A (anexos) for carbon-atom numbering.
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Table 2: *C NMR (at 50 MHz) chemical shifts (5, ppm) of six compounds isolated along with the literature values in parentheses (Barrek ef al.,
2004, for Azadirachtin-B (B) and Azadirachtin-H (C) and Johnson and Morgan, 1997, for Desacetylnimbin (D), Desacetylsalannin
(E), Nimbin (F) and Salaninn (G).
(solvent : CDCl;, reference TMS).

Position Azadirachtin B Azadirachtin H Desacetylnimbin Desacetylsalannin Nimbin Salannin
(B) © (D) E) ) (®)
2 79.7  (79.5) 100.9 (101.0) 345 (34.3) 304 (30.5) 341 (34.2) 309 (30.7)
3 439 (43.9) 48.6 (48.5) 393 (39.1) 394 (39.5) 384 (38.6) 39.6  (39.5)
4 442 (44.1) 433 (43.3) 475 (47.3) 489 (48.9) 469 (47.1) 493 (49.2)
5 738 (73.6) 76.5 (76.2) 87.1 (86.9) 858 (85.9) 83.9 (84.5) 859 (85.8)
6 744 (74.3) 74.0 (74.0) 66.4 (66.1) 72.1  (72.5) 68.6 (68.7) 728 (72.7)
8 734 (73.3) 70.0  (70.0) 175.7  (175.7) 775 (11.9) 1742 (174.6) 779  (71.7)
9 534 (53.4) 523 (52.3) 479 (47.8) 441 (44.2) 477 (47.8) 429 (42.8)
10 353 (35.2) 370 (37.1) 43.8 (43.8) 38.5 (38.9) 415 (41.5) 40.1  (40.0)
11 513 (51.3) 417  (41.7) 4777 (47.5) 40.5  (40.9) 478 (47.9) 40.8  (40.7)
12 69.5 (69.5) 73.0  (73.0) 17.1  (16.4) 151 (15.2) 16.6 (16.7) 153 (15.2)
13 67.8 (67.7) 67.1 (67.1) 1482  (148.1) 70.5  (70.8) 147.9  (147.6) 715 (71.4)
14 322 (32.0) 31.0  (30.8) 126.6  (126.4) 305 (30.5) 126.0 (125.9) 278  (27.6)
15 715 (71.4) 723 (72.2) 2023 (202.2) 728  (72.8) 201.0 (201.7) 715 (71.5)
17 1742 (174.1) #b o 173.8  (173.7) 172.1  (172.7) 173.1  (173.6) 1729 (172.8)
19 53.0  (52.7) #b o 51.8  (51.6) 513 (51.4) 515 (51.7) 518 (51.6)
20 69.1 (69.4) 731 (73.0) 147.0 (146.9) 146.5 (146.6) 146.0 (146.2) 146.8  (146.7)
22 66.6  (66.6) 69.7 (69.8) 135.1 (134.8) 1349 (134.9) 134.9 (135.1) 135.1 (134.9)
23 49.1 (48.9) 483 (48.2) 49.8  (49.6) 493 (49.4) 492 (49.5) 49.6 (49.5)
24 83.8 (83.6) 83.7 (83.5) 127.0  (126.8) 127.1  (127.1) 126.5 (126.8) 1273 (127.1)
25 109.3  (109.1) 108.5  (108.6) 1392 (139.2) 138.8  (138.8) 139.0  (139.0) 143.1  (143.0)
27 763 (76.1) 775 (71.2) 87.6 (87.5) 87.8 (87.9) 87.0 (87.1) 88.1 (88.0)
28 252 (25.1) 252 (25.3) 416 (41.5) 413  (41.3) 41.6 (41.6) 41.6 (41.5)
29 107.6  (107.5) 107.5  (107.5) 110.6  (110.5) 110.7  (110.7) 110.1 (110.5) 110.8  (110.7)
30 146.8  (146.7) 1475  (147.2) 1433 (143.0) 1429 (142.9) 143.0 (143.0) 1389 (138.9)
32 212 (21.2) 20.6  (20.6) 17.6 (17.1) 169 (16.9) 16,5 (16.7) 17.1 (7.0
34 173.6  (173.4) 173.5  (173.5) 16.5 (16.4) 19.6 (19.9) 170 (17.2) 19.8  (19.7)
36 524 (52.4) 527 (52.7) *#b *#b *0 *b
38 #0 169.8  (169.8) #o *#o 170.5  (170.6) 170.6  (170.3)
41 167.1  (166.9) 166.4  (166.7) #b 166.1  (166.3) *0 166.9  (166.8)
44 183  (18.1) 18.6 (18.6) 13.1  (12.8) 13.0 (13.1) 127 (12.8) 132 (13.0)
47 #b 21.0 (20.6) *b *bo 209 (20.9) 21.0 (20.9)
48 128.6  (128.6) 128.8  (128.7) #b 1285 (128.7) *bo 1292 (129.2)
49 1389 (138.5) 138.1 (138.2) #0 137.5  (137.9) L. 137.4  (137.2)
50 147 (14.2) 145 (14.4) *#0 121 (12.2) L. 145 (14.3)
51 12.1  (11.9) 11.9 (11.9) *#b 143 (14.5) ®bo 12.0 (11.9)
52 b - b - 532 (52.9) *h - 53.0  (53.1) b -

*See Fig.1 (B-G) (anexos), for carbon-atom position.

® Carbon not present in the structure.
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Figurad4: A) Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCl3) do composto Aza-A.
B) Expansio do espectro de RMN de °C (5 10 a 60 ppm) de Aza-A.
C) Expansio do espectro de RMN de °C (8 67 a 75 ppm) de Aza-A.
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Azadiractina B (Aza-B)
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Figura 5:  A) Espectro de RMN de "*C (75 MHz, CDCl;) do composto Aza-B.
B) Expansio do espectro de RMN de °C (8 10 a 55 ppm) de Aza-B.
C) Expansdo do espectro de RMN de "°C (6 64 a 86 ppm) de Aza-B.
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Azadiractina H (Aza - H)
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Figura 6: A) Espectro de RMN de BC (50 MHz, CDCl3) do composto Aza-H.
B) Expansio do espectro de RMN de "°C (8 10 a 75 ppm) de Aza-H.
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Desacetilnimbim (Dnim)
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Figura 7: A) Espectro de RMN de "°C (50 MHz, CDCl3) do composto desacetilnimbim.
B) Expansio do espectro de RMN de °C (8 13 a 55 ppm) de Dnim.
C) Expansio do espectro de RMN de °C (& 87 a 149 ppm) de Dnim.
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Salanim (Sal)
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Figura8:  A) Espectro de RMN de "°C (50 MHz, CDCl;) do composto salanim.
B) Expansio do espectro de RMN de °C (8 10 a 55 ppm) de Sal.
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