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RESUMO

A Azadirachta indica, conhecida como “nim” ou “nime”, € uma planta que apresenta
caracteristicas medicinais, utilizada como matéria prima nas industrias de remédios,
cosméticos e fungicidas. O trabalho conduzido no laboratério de bioquimica
(DCA/Fazenda), UEM/Fazenda Umuarama-PR, teve como objetivo extrair, identificar
e quantificar compostos fendlicos para a deteccdo de metabdlitos secundarios por
cromatografia liquida de alta eficiéncia da planta jovem e adulta de nim. Frutos de
nim foram coletados, processados e germinados em camara B.O.D. para obtencao das
plantulas e cotilédones. Também foram coletadas folhas, para representar a planta
adulta. Os extratos foram obtidos a partir da infusdo ou ultrassom, e foram
submetidos a dois métodos de diluicao para a analise no Espectrofotbmetro de
massas. Alguns compostos s6 foram detectados no extrato diluido em metanol e
suas concentracdes variararam conforme a parte da planta utilizada. Conclui - se
gue o estadio de desenvolvimento, bem como o método de diluigao influenciaram na
quantidade de compostos indentificados e nas concentracoes.

INTRODUGCAO

A Azadirachta indica, pertence a familia Meliaceae, é uma planta medicinal, que vem
sendo bastante utilizada em diversas areas da industria e na agricultura, por
apresentar metabdlitos secundarios diversos, que sao sintetizados por fatores
bi6ticos e abidticos (SCHMUTTERER, 1990). Embora as folhas de nim ja tenham
sido amplamente estudadas, ainda ndo ha pesquisas com plantulas desta espécie,
estes estudos sao importantes para tracar um perfil metabdlico e talvez descobrir
moléculas novas ou até quantidades de moléculas em maiores concentracées.

Por esta razdo o presente trabalho teve por objetivo extrair, identificar e
quantificar compostos fendlicos para a detec¢cdo de metabdlitos secundarios por
cromatografia liquida de alta eficiéncia da planta jovem e adulta de nim.
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MATERIAIS E METODOS

O experimento foi conduzido no Laboratério de Biogquimica da UEM, Campus
Umuarama-PR (latitude 23°47'28"S e longitude 53°1521"W). Frutos de nim foram
coletados, processados e germinados em camara B.O.D. (27 £ 2 °C; fotoperiodo
16h/8h). Apds 10 dias, plantulas e cotilédones foram separados, armazenados a —34 °C
e posteriormente liofilizados; folhas também foram coletadas, congeladas e liofilizadas.
As amostras foram submetidas a extragao por infusdo (60-70 °C, 2 h) (OLIVEIRA,
2016) e por ultrassom (40 °C, 1 h, 10 g/100 mL em agua ultrapura) descrita por
Sandhu, (2021).

Os extratos foram filtrados, centrifugados e preparados em agua ou metanol
(80%) para analise em UHPLC-MS (Shimadzu 8050 MS, NEXERA X2 HPLC),
utilizando gradiente linear e 38 padrdes fendlicos. Os metabdlitos foram processados no
software Lab Solution integrado ao programa Insight.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A Tabela 01 apresenta os dados obtidos obtidos no HPLC/MS e a analise do
software Lab Solution (Shimadzu) acoplado ao programa Insight, apés a corrida de 20
minutos. Foram identificados 30 compostos nos cotilédones, 26 nas plantulas e 25 nas
folhas.

A maioria dos compostos foram indentificados tanto em agua, quanto em
metanol. Os casos de compostos indentificados apenas no extrato diluido em
metanol, como isovanilina, naringina e naringenina nas folhas, pode estar associado
com as caracteristicas quimicas destes compostos. Segundo Silva (2019) o
solvente utilizado pode influenciar na solubilidade e estabilidade dos compostos,
tornando-os mais estaveis e mais soluveis, favorecendo a identificagdo. Nas folhas
também houve o maior caso de compostos que ultrapassaram a curva de
calibracao de 250 ppb, (sendo: acido fumarico, acido malico, acido quinico e rutina)
por mais que isso impeca a quantificagcdo exata, os valores obtidos mostram que
estes metabolitos estao presentes em abundancia nas folhas de A. indica , estando
associado com as funcgdes fisioldgicas desempenhadas no metabolismo vegetal,
como desfesa contra estresses oxidativos, regulagcdo osmdtica, e metabolismo
secundario. (FUMAGALI et al, 2008)

A relagcédo entre o estadio de desenvolvimento da planta e a presenca de
fendlicos também pbde ser observada. O 4&cido resorcilico, por exemplo, foi
exclusivo dos cotilédones, enquanto a epicatequina foi detectada em todas as fases,
embora com variagdes entre os solventes utilizados. Isso reforca que tanto o estagio
fenoldgico quanto o tipo de solvente influenciam diretamente no perfil dos compostos
extraidos.

Além das funcgdes fisioldgicas, muitos dos compostos identificados, como o
acido galico e o acido siringico, apresentam potenciais aplicacdes antioxidantes e
antimicrobianas, com interesse industrial e agricola.

Tabela 1 - Identificacao e quantificacdo de compostos fenélicos no extrato aquoso
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das Folhas de nim, Cotilédone e plantula, diluido em agua (DA) e metanol (DM)
utilizando curva de calibracao de 38 fendélicos no HPLC/MS.

FENOLICO Cotiléd. Cotiléd. Plantula Plantula Folha Folha
A =100 - DA DM DA DM DA DM
700nm [ppb] [ppb] [ppb] [ppb] [ppb] [ppb]
Acido Cafeico 18,77 19,48 14,78 16,82 338,77 358,15
Acido - - - - 265,88 311,09
Clorogénico - - - - 231,34 235,07
Acido Ferulico 319,23 293,85 92,31 97,88 452,55 390,41
Acido Fumarico *1.146,07 *1.160,63 *3.196,43 *3.212,08 *6.059,42 *6.670,42
Acido Galico 24,83 37,13 71,63 77,93 383,87 378,46
Acido Malico *19.369,75 *23.088,81 *6.868,73 *7.593,32 *42.095,54 *40.976,49
Acido Nicotinico 300,45 336,51 348,94 357,68 165,12 173,91
*901,83 *996,81 *1.327,44 *1.440,72 333,78 359,01
Acido p- 150,03 193,71 56,07 63,19 811,01 877,07
cumarico
Acido p-
hidroxibenzéico 161,67 173,60 327,67 347,38 73,92 88,72
Acido
Protocatecuico 59,02 52,56 60,00 77,54 130,25 133,08
Acido quinico *1.266,40 *1.855,52 288,33 290,99 *12.308,87 *14.100,00
Acido
Resorcilico ) 60,37 ) ) ) )
Acido Salicilico <10 <10 <10 <10 - -
Acido Siringico 82,81 77,22 50,36 36,25 78,89 85,94
Acido Sinapico 74,60 71,63 - - 142,49 129,36
P 22,51 21,65 - - 214,80 260,59
Acido Vanilico 160,49 187,72 88,92 71,57 83,29 5-1,94
Baicalin <10 <10 - - - -
Catecol - - - - - -
Catequina 33,54 76,67 14,95 22,80 124,94 378,22
q 28,34 67,88 - - 97,80 289,36
Cafeina 9,97 12,01 12,95 14,22 - -
Chrysin <10 <10 - - - -
. . 85,55 73,15 49,03 73,75 113,10 146,96
Coniferil Aldeido - - 31.89 4558 - -
Cumarina <10 <10 <10 <10 94 24 292,44
Epicatequina 44,96 88,49 - 32,14 38,57 26,17
Hidroxibenzaldei 38,37 44,53 109,95 127,78 31,37 35,33
do 47,91 40,46 143,76 167,86 - 32,64
Isovanilina 37,72 30,29 49,13 49,31 - -
Luteolin - - - - 10.87 217,29
- - - <10 - -
Kaempherol - - - - - 3.83
Morina - - - - - 2,32
Naringina - - - - - 10,83
Naringenina - - - - 64,33 2.145,58
9 - <10 - - *43.805,07 *45.943,74
Quercetina <10 <10 <10 <10 - -
Rutina 603,55 919,83 309,52 470,37 - -
Seringaldazina - - - - - -
Seringaldeido 32,16 31,75 58,40 51,02 25,86 40,69
Si deid - - 18,32 21,12
inapaldeido - 5,92 7,80 8,55
Teobromina - - 14,00 13,00
Vanilina 105,61 116,72 235,42 175,52
*concentragao acima de 250 ppb (maximo ponto da curva de calibragédo); DA= diluido em agua e DM= diltido em
metanol.
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CONCLUSOES

A planta de nim apresenta uma variedade de compostos fendlicos, que
podem ser utilizados na industria e agricultura, de modo que os estadios de
desenvolvimento da planta estdo diretamente relacionados com a presenca e as
diferencas nas concentragdes destes compostos. Além disso, o solvente utilizado é
um ponto chave para a eficiéncia da identificacdo dos compostos. Entre os dois
métodos de diluicdo testados, o metanol demonstrou maior eficacia na identificacao
dos compostos fendlicos.
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