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A planta Tiliacora funifera pertence a familia Menispermaceae da qual fazem parte 75
géneros e 520 espécies e distribuem-se nos paises tropicais e subtropicais, sendo que 25
géneros com 101 espécies sdo encontrados em Africa.

Esta planta é utilizada em Mogambique na medicina tradicional para o tratamento de
varias doencas de origem microbiana, destacando-se entre elas as diarreias e disenteria.
Neste trabalho, foi feito o estudo fitoquimico e a avaliacdo da actividade antimicrobiana
das raizes da Tiliacora funifera. Para a obtengdo dos extractos brutos foram usados dois
métodos principais de extrac¢do: Extraccdo por maceragdo e Soxhlet.

O extracto metandlico bruto obtido por maceragdo foi submetido & extrac¢do por particdo
solvente-solvente com éter de petroleo, diclorometano, acetato de etilo e n-butanol e as
fraccOes obtidas foram submetidas a cromatografia em camada fina TLC para
determinacdo do seu perfil cromatografico.

Os testes fitoquimicos foram realizados para detectar os principais grupos quimicos
presentes nesta planta, onde foram detectados os alcaldides, flavondides, taninos e
saponinas, sendo que os alcaldides representam o principal grupo presente nas raizes.

A identificacdo dos alcaldides foi realizada usando os reagentes de precipitagdo dos
alcaldides e a cromatografia em camada fina TLC, enquanto que para o fraccionamento
foram usadas a cromatografia em coluna normal e a TLC preparativa.

Foram isoladas através da Cromatografia em Camada Fina Preparativa (TLC-P) 3
manchas do extracto de diclorometano bruto com caracteristicas cromatograficas dos
alcaldides, porém, ndo foi possivel proceder a identificagdo das mesmas.

Para a avaliagdo da actividade antimicrobiana e a determinac&o da concentragdo inibitoria
minima dos extractos foram usados o método de difusdo em disco e o de diluicdo
respectivamente. Os microorganismos utilizados foram: Candida sp, Escherichia coli,
Salmonella sp, Staphylacoccus e Streptococcus sp, onde 0s extractos aquoso, de metanol
e de alcaldides totais foram os mais promissores, apresentando uma actividade
significativa sobre a Escherichia coli, Salmonella sp e Staphylacoccus sp

respectivamente.
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“Da terra, 0 Senhor criou os remédios, e 0 homem de bom senso n&o os despreza. Néo foi
para manifestar o poder do Senhor que as aguas foram adogadas com um pedago de
madeira? O Senhor deu aos homens a ciéncia para que pudessem glorifica-lo por causa
das maravilhas dele. Com elas, o0 médico cura e elimina a dor, e o farmacéutico prepara
as formulas. Dessa maneira, as obras de Deus ndo tém fim, e dele vem o bem-estar para a
terra”. ECLESIASTICO 38, 4-8

Ao longo dos séculos, o processo de reconhecimento e identificagdo das ervas
medicinais acompanhou a par e passo o0 proprio processo de afirmacdo do homem e das
suas estratégias de sobrevivéncia reflectindo o progressivo conhecimento da natureza e a
consolidacdo de um conjunto de saberes e praticas que se inscreve como memoria da
comunidade a que cada um pertence [11].

Transmitido de geracdo em geracdo, e evidenciando aspectos particulares da identidade
prépria de cada uma das comunidades face as suas congéneres, estes saberes sdo parte
integrante do patriménio cultural de cada comunidade que importa preservar.

Em Mogambique o reconhecimento de ervas e plantas medicinais locais e a
aprendizagem da sua aplicacdo vem desde os finais do século XVI; eram ja de uso
comum alguns remédios de terra, como 0 0leo de coco e de riano, as raizes de abutua e as
de calumba, de comprovada eficicia no tratamento de feridas, diarreias e problemas
gastrointestinais. Comercializados nos portos de Mocambique desde finais do século
XVIIl, a integrar as farmacopeias ocidentais as boténicas portuguesas enviadas para
outros territdrios do império. Em simultaneo e apesar da desconfianca face aos
curandeiros e as suas praticas de cura, 0s portugueses reconheciam a sua importancia e
necessidade de aprender a curar e fazendo uso das plantas e ervas medicinais locais que,
muitas vezes, se revelaram mais eficazes [10].

As principais doencgas que afectavam as popula¢6es eram, tal como hoje a maléria, varios
tipos de diarreias e doencas do foro respiratério e sexual. A maioria destas doencas era
tratada na medicina tradicional que, tal como hoje, a maior parte da populagédo indigena
ou ndo dependia da medicina tradicional e que, em muitas situacfes, as praticas

fitoterapéuticas apresentavam excelentes resultados. O caso da malaria é paradigmatico,
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mbinacdo de varias plantas [5] [11].

Nos Ultimos anos um interesse particular sobre as plantas medicinais e a medicina
tradicional foi manifestado nos paises africanos sob recomendacdo e apoio da OMS e
UA. E assim que estudos etnobotanicos e fitoquimicos vém sendo realizados em muitos
paises africanos. Em Mocambique estudos semelhantes foram realizados em alguns
centros de investigacdo, institutos de pesquisas, no Ministério da Salde e nas

universidades [5].

Estudos recentes realizados na Africa do Sul na universidade de Johannesburgo sobre as
folhas e raizes da planta Tiliacora funifera mostraram que foram isolados cerca de oito
(8) alcaldides Bisbenziltetrahidroisoquinolinicos desta planta. Das raizes foram isoladas a
Funiferina, Nortiliacorinina-A, Tiliacorina, Nortiliacorina-A e a Funiferina-N-6xido
enquanto nas folhas foram isoladas a Tiliafunimina, Isotetrandrina e a Talrungosina que
revelaram dentre muitas actividades a antibacteriana [30].

Neste contexto, a necessidade da comprovacdo experimental da avaliacdo fitoquimica da
planta Tiliacora funifera que ocorre em Mocambique, é importante para que ao ser
realizado o seu estudo, uma vez detectado algum composto com actividade biologica
significativa, se possa utilizar a planta como um instrumento fitoterapéutico para o
combate de doencgas que assolam o nosso pais, pois foi comprovada a sua eficicia no
tratamento de doengas como a diarreia, disenteria em algumas regides da Africa do Sul.
A disenteria é uma doenca diarréica que tem afectado o nosso pais na Gltima década, bem
como paises da América Central, do Sul e a Asia, sendo a disenteria bacteriana ou
Shiguelose a malis resistente aos medicamentos.

Das quatro espécies de Shiguella mais comuns, a Shiguella dysenterae tipo | (Sd1) tem
sido consistentemente resistente a uma larga variedade de antibioticos.

Em Mocgambique a espécie identificada € a Sd1, uma bactéria enteropatogénica capaz de
causar epidemias e endemias de disenteria com alta taxa de letalidade. Uma vez que o

parasita tem mostrado resisténcia perante varias drogas antidisentéricas, actualmente tém
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E neste a&mbito que no presente trabalho se propde realizar um estudo fitoquimico e
avaliagdo da actividade antimicrobiana da planta medicinal Tiliacora funifera

(Menispermaceae).
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SALHO

2.1. Objectivo Geral

v’ Este trabalho tem como objectivo geral realizar o estudo fitoquimico da planta

Tiliacora funifera e avaliar a sua actividade antimicrobiana.

2.2. Objectivos Especificos

v' ldentificar as principais classes dos principios activos presentes nas raizes e folhas

da Tiliacora funifera

v Realizar a extraccao dos alcaléides totais presentes nas raizes da planta

v Realizar a extraccao solvente/solvente para obtencdo de fragcGes pouco complexas.

v' Comparar por cromatografia em camada fina a composicdo fitoquimica dos

extractos brutos das raizes e folhas

v' Fazer testes antimicrobianos dos extractos brutos e fraccbes das raizes da planta

Tiliacora funifera.
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a seguinte sequéncia:

Pesquisa bibliogréfica;

Recolha das amostras no campo;

Trabalho experimental que teve as seguintes etapas:
= Preparacdo das amostras (secagem e moagem);
= Extraccéo e fraccionamento;
= Testes antimicrobianos;

Anélise e discussdo dos resultados;

Elaboracéo do relatério final.
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70 aa planta em estudo

Nome comum: Tiliacora funifera Miers
Sinénimo: Hypserpa funifera Miers
Nome vernacular: Xiwezira (Changana)
Género: Tiliacora

Familia: Menispermaceae

4.1.1. Descri¢ao taxonomica [27]

E uma liana de limbo foliar 5-20 cm x 3-10 c¢m, ovado-lanceolado, ovado oblongo ou
largamente ovado, subcordado a arredondado ou um tanto obtuso na base, obtuso a agudo
no apice, paparaceo ou coriaceo, glabro, com 3-5 pares de nervuras, por vezes
esparsamente pubérulo na pagina inferior; peciolo com 1.5-5 cm, delgado, pubérulo ou
glabrascente.

Ocorréncia:

Cabo Delgado: Mecti, quedas do rio Lurio.

Zambézia: Morrumbala, serra de Morrumbala, alt. 2000 m.

Sofala: Gorongosa, Parque Nacional.

Inhambane: Massinga, Inhacengo.

Maputo: llha de Inhaca.

Também no Togo, Gana, Angola, Z&mbia, Zimbabwe e Malawi. Em florestas sempre
verdes em altitudes baixas ou elevadas, florestas ribeirinhas e lugares sombrios da
floresta aberta, de 220-1250 m.

4.1.2. Usos medicinais [9] [110] [22]

Esta planta tem sido muito usada na medicina tradicional para a purificagdo do sangue no
tratamento de dores de bexiga, malaria, diarreia, cOlera, colicas, etc.
Na medicina tradicional é normalmente administrada em doses minimas como se duma

bebida brande se tratasse. Usa-se a infusdo e a decocgéo para a sua preparagao.
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a familia menispermaceae pode provavelmente ser
atribuido a larga variedade e concentracdo dos alcaldides. Esta actividade biologica pode
ser classificada de acordo com os 5 tipos de aplicacdo [24] [30].

4.2.1. Plantas com sabor amargo

As espécies da familia menispermaceace sdo muitas vezes usadas como plantas
fortificantes. Este facto pode ser atribuido a alta concentracdo dos alcaldides nessas
plantas. Estas plantas estimulam o apetite e podem aliviar a falta de apetite ou anorexia.
Estas plantas também podem melhorar o micro-ambiente da area gastrointestinal,
aumentam o fluxo da bilis, regulam a secrecdo da insulina glucagon pelo péancreas
endocrino [24] [30].

4.2.2. Plantas estimulantes do SNC

As doengas ou condigdes associadas com o SNC (Sistema Nervoso Central) incluem
dores, enxaqueca, febres, perda de memdria e condicbes de salide mental; o seu
tratamento inclui, dentre outros, sedativos e analgésicos. Os alcal6ides sdo bem
conhecidos pelas suas actividades sobre 0 SNC. Muitos alcal6ides possuem uma ac¢éo
bifasica. Em doses baixas, muitos estimulam o coracao e o sistema respiratério; em doses
altas muitos actuam como sedativos e em doses toxicas, podem levar a morte devido a

deficiéncia respiratéria ou cardiaca [30].

4.2.3. Plantas antihelminticas (vermifugas)

Um antihelmintico é um agente que destrdi ou causa a expulsdo de parasitas intestinais.
Alguns antihelminticos actuam paralisando vermes, que posteriormente podem ser
expelidos por purgacdo; outros destroem o parasita. Em outros casos as drogas inibem a
fosfo-fructokinase, reduzindo assim a energia necessaria para que 0S vermes se
mantenham no organismo. Muitos constituintes com actividade antibacteriana séo

também antihelminticos. Os alcaldides sdo muitas vezes os constituintes activos [30].
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remédios para a infertilidade em homens e mulheres

(capacidade afrodisiaca), para problemas de menstruacdo incluindo: a menstruacdo
irregular, promo¢do da menstruacdo, auséncia da menstruacdo e outros. O alcaldide
yohimbina encontrado nas cascas da arvore Pausinystalia johimbe que cresce na Africa
Central, tem sido usado ha séculos como um afrodisiaco. Estudos revelam que a
yohimbina, em combinagdo com outras drogas, € efectiva no tratamento da disfuncdo da
ereccdo masculina e quando combinado com L-arginina glutamato, aumenta a excitacéo

sexual nas mulheres [30].

No sul da Africa, um total de 156 plantas medicinais estdo registadas como sendo usadas
para 0s problemas ginecol6gicos. Algumas das espécies mais usadas sdo: albertisia
delagoensis, Antizoma angustifolia, cissampelos campesis, Cissampelos mucronata e
Cissampelos torulosa. Alguns dos alcaldides destas espécies, tal como a pronuciferina,
crotsparina, cicleanina e insularina com a sua actividade espasmolitica podem exercer um

papel no tratamento de alguns problemas ginecoldgicos.

4.2.5. Plantas antimalaricas

Segundo dados da OMS aproximadamente 300 milhGes da populacdo mundial é afectada
pela maléria e entre 1 e 1.5 milhdes morrem por ano, 8% desses casos ocorrem na Africa
tropical. Cerca de 800 000 criangas abaixo dos 5 anos morrem de malaria a cada ano,

tornando esta doenga uma das maiores causas da mortalidade infantil e juvenil.

A resisténcia de Plasmodium falciparum perante antimaléricos sintéticos tal como a
cloroquina e a sulfodoxina/pirimetamina, adicionada a resisténcia do vector do mosquito
perante insecticidas, tem levado a pesquisa de novos antimalaricos mais eficazes.

Em Africa 18 espécies da familia menispermaceae estio registadas para o tratamento da
malaria e 11 no resto do mundo. Estas plantas incluem 6 dos 7 géneros (Albertisia,
Cissampelos, Cocculus, Stephania, Tiliacora e Tinospora) das plantas desta familia

existentes no sul da Africa.
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No processo de extraccdo dos principios activos nas raizes, folhas e nas frutas das plantas
muitas vezes obtém-se substancias chamadas alcaldides. O nome alcal6ide provém do
facto dessas substancias serem alcalinas (a/ kaly = soda; aparéncia de uma base), isto &,
uma vez que os alcaldides sdo aminas, muitas vezes reagem com acidos para formar sais
[15] [20].

Né&o existe uma definicdo exacta para os alcaldides. A definicdo actualmente aceite para
alcaloide deve ser a de Pelletier que considera alcaldides as moléculas ciclicas que
contém azoto e que sdo verdadeiros metabolitos secundarios. Esta definicdo exclui as
aminas simples e os derivados de amoniaco aciclicos e ainda os compostos nitro e
nitrosos (uma vez que nos alcaldides o &tomo de azoto tem de possuir estado de oxidagdo
negativo). Os alcaléides formam um grupo muito vasto de metabdlitos que podem
ocorrer tanto em microrganismos como em plantas superiores e inferiores e ainda em
animais, apesar de nestes Gltimos ocorrerem com muito menor frequéncia [15].

Os &tomos de nitrogénio de muitos alcaldides estdo presentes nos anéis heterociclicos e
em poucos casos, 0 nhitrogénio pode estar presente na forma de uma amina primaria ou

em forma de aminogrupo quaternario [4].

4.3.2. Classificacao dos alcaloides [15]

Habitualmente os alcaldides sdo classificados em funcdo da estrutura, distinguindo-se
principalmente os compostos heterociclicos dos ndo heterociclicos. Mas também podem
ser classificados:

= De acordo com as suas propriedades farmacoldgicas

= De acordo com a sua distribuigéo botanica.

= De acordo com a sua origem biossintética.
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Alcaléides verdadeiros cumprem estritamente com as caracteristicas da definicdo dos

alcaldides: tém sempre um nitrogénio heterociclico, sdo de caracter basico e existem na

natureza normalmente em estado de sal, biologicamente sdo formados a partir de

amino&cidos.

Exemplos:

NS
N,

Hoc—

Cocaina

Hiosciamina \“)\Q

Protoalcaléides s&o aminas simples com nitrogénio extraciclico, de caracter basico e sdo

produtos de metabolismo dos amin

Exemplo:

Efedrina

o4acidos.
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as caracteristicas da definicdo dos alcal6ides mas ndo

A

Aconitina

Alcaléides imperfeitos sdo derivados de bases purinicas, ndo precipitam com o0s

reagentes especificos para alcaldides. Um exemplo deste tipo de alcaldides é a cafeina.

CH;
CAFEINA

4.3.3. Nomenclatura e Propriedades gerais [15] [19]

Os alcaldides apresentam uma caracteristica comum que é a terminacdo — ina, que
reflecte o facto de estes serem aminas. Geralmente os alcaldides sdo especificados de
acordo com a familia ou plantas onde se encontram, tipo de anel heterociclico a que

pertencem.

= Qs alcaldides tém um ou mais atomos de nitrogénio endociclicos no estado

terciario. S&o em geral cristalinos, incolores, ndo volateis, e ndo solliveis em agua.
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= QOcorrem na natureza em forma de sais, todos séo fisiologicamente extremamente

activos, tém efeitos toxicos, afectam o sistema nervoso central e respiratorio.

= Formam precipitados insolliveis com é&cidos: picrico, fosfomolibdénico,
fosfotungsténico, tanico e também com o tetraiodomercurato de potéssio (reagente

de Mayer).

= Possuem um caréacter lipofilico muito acentuado- sollveis nos solventes organicos

apolares e no alcool de elevada graduacdo.

= Pelas caracteristicas basicas reagem com 0s acidos e originam sais sollveis na agua

ou nas soluc@es hidroalcoolicas mas insoliveis nos solventes organicos apolares.

R-COOH
> 0
7
Quinina I\|I+ [OOC-R]-
H
Solubilidade nos solventes apolares Solubilidade na agua
organicos, insolubilidade na agua Solubilidade nos solventes polares

= Os alcaldides oxigenados cristalizam facilmente, sdo inodoros e ndo volateis (é o
caso da cocaina). Em geral sdo incolores excepto casos raros como € 0 caso da

berberina e da sanguinarina.
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Cocaina

= Os que ndo possuem oxigénio sdo liquidos odoriferos e volateis (coniina, nicotina,
etc.). Excepcionalmente os que possuem massas moleculares mais baixas e baixa

percentagem de oxigénio sdo também liquidos ou cristalizam dificilmente.

H
N
= | o N

NN
N

Nicotina

= Todos os alcal6ides originam precipitados com os reagentes gerais dos alcaldides.

4.3.4. Aspectos de distribuicao

Existe uma diferenca qualitativa e quantitativa dos alcaldides nos tecidos das plantas, isto
pode ser devido a factores como: clima, meio ambiente e a composi¢do (quimica) do solo
[8].

O teor de cada alcaloide também pode ser influenciado pela estagdo do ano. A ocorréncia
(presenca significativa) de diferentes alcalides pode ser especificamente restrito a
determinadas partes de plantas, enquanto outros compostos séo distribuidos em todas as
partes das plantas, variando simplesmente o teor nos diferentes tecidos, como folhas,
caules e raizes [12] [21].
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xrstem dois métodos principais que se fundamentam na

solubilidade diferencial das bases e dos seus sais.

Método A- Extraccdo com solventes organicos em meio alcalino:

Bases: amonia, carbonatos, mistura de hidréxido de sodio e hidroxido de célcio.
Solventes: solventes clorados, éter dietilico, etc.

1. Processo de Extracc¢io: da maceracdo a extracgdo continua em Soxhlet.

2. Concentraciio do extracto organico: destilagdo com ou sem vacuo.

3. Tratamento com solu¢io aquosa acida.

4. Alcalinizacio da solucdo aquosa e re-extrac¢cio com solvente apolar.

5. Eliminacao do solvente.

Método B- Extracgdo em meio aquoso acido:

1. Extracciao do material vegetal com solucio aquosa (ou hidroalcodlica) acida.
2. Alcalinizacdo. (amonia, carbonatos, mistura de hidroxido de sédio e hidroxido de
calcio).
3. Extrac¢ao com solvente organico.
I- Eliminag&o do solvente.
I1- Fixacéo selectiva em resinas de troca ionica seguida da elui¢cdo com &cido forte.
I11- Precipitacdo selectiva sob a forma de iodomercuratos.

4.3.6. Testes de identificagao

As reaccOes de identificacdo podem ser caracteristicas do &tomo de nitrogénio ou de

outros grupos funcionais na molécula.

Reagentes gerais

O atomo de nitrogénio (N) forma complexos com os iGes de Bi, Hg e I,.
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lugdes neutras ou pouco &cidas forma precipitados

brancos ou ligeiramente amarelos. Precipita quase todos os alcaloides com excepc¢éo da

Cafeina e Colchicina.

2. Reagente de Wagner (I,/Kl)
Este reagente forma precipitados floculentos com a maioria dos alcal6ides; forma com as

solucBes aquosas acidificadas dos sais dos alcaldides precipitados castanhos.

3. Reagente de Dragendorff (Tetraiodobismutato de potassio K [Bils])
Forma com os cloridratos e sulfatos dos alcal6ides precipitados amorfos de cor laranja-

vermelha ou vermelha-castanha.

4. Reagente de Marmé (Tetraiodocadmiato de potassio K, [Cdl4])
Este reagente forma precipitados brancos ou amarelos com os alcaldides.

5. Acido fosfotungsténico (HsPO4.12W003.H,0)
Forma precipitados amorfos brancos com quase todos os alcaldides.

6. Acido tanico
A solugdo aquosa do 4cido tanico a 5% precipita a maioria dos alcaldides. Estes
precipitados sdo, regra geral, sollveis em &cidos diluidos ou solucbes de amonia.

7. Acido picrico a 1%
Reage com quase todos os alcaldides com a formacéo de picratos — precipitados de cor

amarela.

8. Sal de Reinecke (Tetratiocianodiaminocromato (l11) de aménio — NH4 [Cr (NH3) 2
(SCN)4])

E uma solucio aquosa saturada, cerca de 4%, pouco acidificada com HCI. Forma com a

maioria dos alcal6ides um precipitado de cor rosa, solivel em solucéo de acetona a 50%.
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i sempre pelo menos um aminodcido. S&o também
incorporadas outras unidades provenientes de piruvato, malonato ou mevalonato. Com
precursores de origem biossintética tdo distinta é facil entender a complexidade e
diversidade estrutural que se encontra nestes metabolitos, sendo hoje conhecidos mais de
5 000 alcaloides [8] [21].

Os principais precursores sdo: ornitina, lisina, &cido nicotinico, triptofano, &cido
antranilico e histidina.

A ornitina conduz a formagdo de alcaldides pirrolidinicos e tripanicos, a lisina conduz a
formacdo dos alcaldides dos grupos: peperidinico, quinolizidinicos e indolizidinicos,
enquanto o &cido nicotinico conduz & formacgao de alcal6ides piridinicos.

A tirosina produz alcaldides dos grupos feniletilamina, tetrahidroisoquinolina,
benziltetrahidroisoquinolina e feniletilisoquinolina.

O triptofano conduz a formag&o dos alcaldides do grupo R-carbolina, quinolinapirrolindol
e os alcaldides de Ergot.

O é&cido antranilico actua como precursor para a formacdo de alcaldides do grupo

quinolina e acridina, enquanto que a histidina produz alcal6ides derivados de imidazol.

4.4. Alcaloides da familia Menispermaceae

Nos finais do ano 1996, cerca de 1858 alcaldides foram isolados em cerca de 244 plantas
da familia menispermaceae a maioria dos quais isoquinolinicos [30].

(S) - Norcoclaurina, um alcaldide benziltetrahidroisoquinolina, foi identificado como um
intermediario muito importante para a formacdo da maior parte dos alcaldides presentes
nas plantas desta familia [29].

A sequéncia de biossintese provavel para a formacdo de (S) - Norcoclaurina, inicia-se
com a reaccdo do &cido fosfoenolpirdvico com eritrose-4-fosfato para formar o &cido
xiquimico que, por sua vez, reage com o acido fosfoenolpirtvico, seguindo-se uma série
de etapas que levam a formacgdo do &cido fenilpirdvico que, apds aminagdo redutiva, €

transformado em fenilalanina. O aminoéacido fenilalanina sofre uma descarboxilacdo e
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il ° o PEP i 1
PO 1T - N —_—
. OH
OH . H NH2
OH = "OH
OH
Acido fosfoenolpirtvico Acido xiquimico Fenilalanina
+
OH
PO\/\/\\
H 0
OH
Eritrose-4-fosfato

e
21¢ HO NH;

; 5
0O B Dopamina S
HO H NH, \\31’4
a
L-Tirosina

HO (S)-Norcoclaurina

4-Hidroxifenilacetaldeido

Esquema 1: Sequéncia biossintética para a formacao da (S) -Norcoclaurina

As enzimas envolvidas no processo sdo: 1- Fenolase; 2-L-Tirosina descarboxilase; 3-L-
Tirosina transminase; 4-p-Hidroxifenilpiruvato descarboxilase; 5-(S)-Norcoclaurina

sintase.
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linicos pertencem muitos alcaléides possuindo como
elemento principal a molécula isoquinolina ou o anel tetrahidroisoquinolina. Dentre 0s
alcaldides isoquinolinicos destacam-se 8 grupos principais, nomeadamente:
benzilisoquinolinas e benziltetrahidroisoquinolinas, aporfinas, protoberberinas,
benzofenantridinas, protopinas, ftalidiisoquinolinas, morfinanos e emetinas. Inclui-se
também nos alcaldides do grupo isoquinolona um subgrupo com uma estrutura
dimérica, bis-benzil-isoquinolinas (BBI) [16].

Biogeneticamente, os alcaldides isoquinolinicos sdo classificados em: provenientes do
grupo fenilalanina ou seus hidroxiderivados (tirosina). Estes precursores fazem parte da
sintese das moléculas dos alcaldides [29].

Por exemplo, alcaloides do tipo benzilisoquinolina s&o sintetizados a partir da
fenilalanina e fenilacetaldeido. Da condensacdo do precursor proveniente do
aminoécido com outra unidade estrutural, ArC; ou ArC; (proveniente da degradacdo da
cadeia lateral dos aminoécidos aromaticos) resultam estruturas de benzilisoquinolinas
(tetra-hidro-benzilisoquinolinas), (ArC,N - C,Ar). No processo biossintético estdo
envolvidas reacc¢des do tipo acoplamento fendlico e/ou rearranjos do tipo dienona-fenol
(esquema 2).

A ocorréncia e significancia medicinal dos alcal6ides do grupo isoquinolina espalham-
se nas plantas das familias: Ranunculales, Papaverales, Geraniales, Rutales,
Plumboginales, Myrtiflorae, Rosales e Menispermaceae [21].

O material da planta, que contém os alcaldides do grupo isoquinolina, pode ser usado
na terapia e é incluido dentro da farmacopeia ou usado como fonte de compostos
individuais usados na terapia [2].
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tatra-hidro-isoquinelina

H o (pelotina)

FR=H fenilalanina\\*
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R =0H tirosina H.CO
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H.CO
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OH
HO ArCall - Godr
estrutura de OCH,
benzilizoquinalina
<D [papaverinal
0
ArCalbl - Gy Ar
estrutura de
alcaldide de amaryllidaceas
(licarina)

Esquema 2: Alguns alcaldides derivados da fenilalanina e tirosina

4.4.2. Alcaloides presentes na planta Tiliacora funifera

Varios alcaldides foram isolados e elucidados estruturalmente das folhas e raizes desta
planta, destacando-se os descritos abaixo [16].

OCHj
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4 H H CH;s H Nortiliacorina A

5 CHs H CHs H Tiliacorina

6 CHs H CHs H Tiliacorinina

7 H H CHs H Nortilacorinina A

8 CHs OH CHs H Tiliacorina-N-6xido

9 CHs OH H CHs Tilianangin

1 CHs H H CHs Yanangcorinina

11 CHs H H CHs Dinkilacorina

4.5. Consideracoes sobre a actividade antimicrobiana

Os antimicrobianos, no sentido mais estrito, sdo substancias produzidas por diversas
espécies de microrganismos (bactérias, fungos, etc.), que suprimem o crescimento de
outros microrganismos. Os antimicrobianos possuem um largo campo de aplicagcdo em
medicina humana e veterinaria, nas farmacias, na agricultura, na industria de producéo de
alimentos, nos cosméticos e noutras areas.

Os antimicrobianos sdo importantes componentes do sistema imunitario de muitas
espécies e comprendem trés grandes classes: Antibacterianos, Antiprotozoarios e
Antifangicos.

A actividade antimicrobiana dos produtos naturais de origem vegetal, tanto extractos de
plantas como substéncias puras, pode ser detectada quando se coloca essas amostras em

contacto com varios microorganismos e observa-se a resposta do crescimento microbiano

[1].
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ma do composto capaz de inibir o crescimento de um

dado microrganismo, um valor chamado CIM (Concentracdo Inibitéria Minima), ou
MIC ("Minimum Inhibitory Concentration™) em inglés. Este valor pode ser determinado
através do método das diluicdes sucessivas ou do método da difusio em agar, ou ainda
através do uso de tiras contendo um gradiente de concentracdo de antibi6tico, conhecido
como E-teste [17] [28]

4.5.1. Algumas doencgas causadas por agentes microbianos [5] [14]

Muitas doencas séo causadas por microrganismos e Vvarias delas sdo contagiosas. As mais
perigosas sao as infec¢bes gastrointestinais e outras como a tuberculose e a maléria. Por
exemplo a disenteria (diarreia com sangue) é um dos tipos de diarreia mais perigosos. Em
geral, € mais grave e mais provavel que resulte em morte do que noutras formas de
diarreia aguda. Os surtos (epidemias) de disenteria em grande escala sdo uma ameaca
especial a saude publica. A taxa de letalidade pode ser tdo alta como 15% e os cuidados
de saude sdo gravemente sobrecarregados, durante as epidemias. Mesmo quando
correctamente tratadas, cerca de 5% das pessoas com disenteria podem morrer durante
uma epidemia. A bactéria responsdvel pela epidemia de disenteria é a Shiguella
dysenterae tipo 1 (Sd1). A Shiguella dysenterae € uma das quatro espécies de Shiguella.
As outras sdo: Shiguella flexneri, Shiguella sonei € Shiguella boydii. Estas espécies sao
normalmente menos perigosas que a Sd1 e ndo provocam grandes epidemias. Outros
patogenicos causadores de disenteria endémica nas criancas sdo: Campylobacter jejuni,
estirpes invasivas de Escherichia coli, espécies de Salmonella ndo tifbide e a Entamoeba

histolytica.

As doencas causadas pela Sd1 tém tendéncia a ser mais divulgadas em criangas, velhos e
pessoas mal nutridas. A mortalidade também é mais elevada nestes grupos.

A diarreia causada pela Sd1 também pode resultar em complicacdes graves, incluindo
diarreia persistente (diarreia que dura 14 dias ou mais), septicemia (infeccdo do sangue),
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1cdo do sangue.

Desde que a Sd1 foi identificada, nos finais do século passado, registaram-se grandes
epidemias em Africa, Asia e América Latina.

As epidemias tendem a decorrer durante os estacbes quentes, himidas e chuvosas,
embora nem sempre assim seja.

A Sd1 é extremamente virulenta (apenas algumas bactérias precisam ser engolidas para
causar a doenga).

Para o tratamento da disenteria usam-se antibidticos e nem sempre é facil escolher o
apropriado. Nos Ultimos anos, o agente causal da disenteria epidémica, a Sd1, tem vindo

a tornar-se cada vez mais resistente a uma série de medicamentos.

4.5.1.1. Tratamento da disenteria na medicina tradicional

Existe no pais uma crenca muito forte nos chamados “médicos tradicionais”. Na
medicina tradicional, a concep¢do da doenca € bastante diferente da do modelo
biomédico. A doenga é fruto ndo s6 de um desequilibrio fisico, mas também de uma
disfungéo das relagOes entre o ser humano, o meio social, 0 meio ambiente e os
antepassados. Acredita-se que 0s antepassados continuam a fazer parte da vida da
comunidade. Na medicina tradicional as doencas sdo classificadas e divididas de duas
formas: aquelas causadas por condi¢Ges biofisicas/naturais que podem ser resolvidas
pelos membros mais velhos da comunidade que possuem conhecimento para curar a
doenca; doencas provocadas pela intervencdo de forcas maléficas que exigem um
tratamento mais complexo, pois necessitam da ajuda dos espiritos dos antepassados e da
comunicagdo com entidades sobrenaturais.

Devido a natureza do seu trabalho, os praticantes da medicina tradicional sdo em grande
regra, bastante respeitados e influentes na comunidade. O médico tradicional geralmente
assume o papel de guardido de valores, até porque este pode combinar a funcdo de lider
religioso e comunitario.

Em Maputo os praticantes da medicina tradicional distinguem pelo menos quatro tipos de
diarreias. A sua diferenciacdo baseia-se em sintomas diferentes, mas as mais comuns sao:

diarreia simples, diarreias com sangue ou disenteria designada xicuna na lingua nativa,
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tratamento é feito com raizes fervidas que se da ao

doente para beber ou se mistura com papas para ele comer (para limpar os intestinos).

Outros recomendam que se esmaguem raizes, folhas e ddo o suco para tomar.

5. TECNICAS E METODOS DE ANALISE DE PLANTAS
5.1. Extraccao

A extracgdo é uma técnica para purificacdo e separacdo de solidos. Baseia-se no facto de
que a solubilidade dos sélidos varia em fungdo do solvente. Compostos orgénicos, por
exemplo, sdo, em geral, mais sollveis em solventes também organicos e pouco soliveis

em agua [13].

Esta técnica é bastante usada para separar substancias de solu¢des ou suspensdes liquidas
- extracgdo liquido — liquido; ou para separar uma substancia de um solido por meio de

um solvente — extraccéao solido-liquido.

A extraccdo liquido-liquido consiste na agitacdo de duas solugdes imisciveis, num funil
de separagdo, deixando em repouso durante algum tempo até a separacao nitida das duas
camadas. Os diferentes solutos presentes distribuem-se entre as fases de acordo com as
solubilidades relativas [22].

5.1.1. Métodos de Extraccao

Os métodos de extrac¢do solido-liquido conhecidos, dos quais alguns foram usados neste
trabalho sdo os seguintes:

» Maceragdo

» Infusdo

> Decoccéo e

> Soxhlet
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peracdo fisica que consiste em retirar ou extrair de um
sOlido, certas substancias que sao consideradas principios activos. Esses principios
activos podem ser posteriormente utilizados com certas finalidades, quer farmacoldgicas,
quer quimicas.

A maceracao é normalmente feita, moendo previamente o corpo ou substancia a macerar,
seguido-se a utilizacdo de um solvente para extraccdo do ou dos principios activos a

temperatura ambiente.

5.1.1.1. Infusao

Consiste em impregnar um solvente em ebuli¢cdo sobre um material sélido previamente

moido, deixando ficar em contacto durante certo tempo.

5.1.1.2. Decocgao

Consiste em ferver substancias para lhes extrair principios activos. Se o material é sélido,

previamente moido, junta-se-lhe o solvente adequado e submete-se a fervura.

5.1.1.3. Soxhlet

A extraccdo por Soxhlet consiste num processo de extraccdo exaustiva de um soélido
(amostra) previamente moido por meio de um liquido: faz-se um refluxo continuo
durante um certo tempo até a descoloragdo completa do material em extrac¢do contido no

interior de um cartucho de material poroso.

5.2. Métodos Cromatograficos

A cromatografia pode ser definida como uma técnica usada para separar e identificar os
componentes de uma mistura e baseia-se nas diferentes velocidades de arrastamento dos
solutos por meio de um solvente, num meio apropriado. A cromatografia, por si s6 ou

associada a outra técnica, constitui uma das técnicas mais importantes da actualidade,
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cacdo desses componentes [21].

Existem diferentes técnicas cromatograficas que podem ser subdivididas em varios tipos
de acordo com a natureza das fases, ou mecanismos de separacao.

No esquem amostrado abaixo faz-se a classificacdo da cromatografia com base no estado
fisico das fases mdvel e estacionaria.

Cromatografia

Cromatografia
Gasosa

Cromatografia
Fase movel: Gas Liguida

Fase movel: liquid

Cromatografi
Gés-soélido
F.E: solido

Cromatografi
Gas-liquido
F.E: liquido

COLUNA PLANAR

Cromatografia
liquido-liquid

Cromatografia
liquido-sélido
F.E: sdlido

Cromatografia
Liquida . F.E: solidg

MPLC e HPLC

Cromatografia em [ Cromatografia
camada fina em papel

F.E: sélido F.E: sélido

F.E: liquido

Para o presente trabalho foram usadas as seguintes técnicas cromatograficas:

» Cromatografia em coluna (CC);
» Cromatografia em camada fina (TLC);
» Cromatografia em Camada Fina Preparativa (TLCP)
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romatografia em Camada Fina € um tipo de cromatografia de adsor¢do, na qual os

componentes de uma mistura sdo adsorvidos a superficie do soélido (por interaccéo
dipolo-dipolo), a diferentes velocidades, & medida que a fase movel se desloca ao longo
da fase estacionaria. O factor que condiciona a separacao é a diferenca de afinidades que
as substancias a separar tém, entre a fase estacionaria e a movel (eluente), requerendo
neste caso que 0s compostos da mistura sejam polares [5] [6].

As diferencas entre os componentes a eluir podem ser expressas como distancias relativas
percorridas em periodos de tempo fixo com a fase movel (valores de Rf) ou tempos
relativos que os componentes levam a percorrer uma distdncia constante (tempos de

retencao).

02

1

_ distancia da amostra (D1)
~ distancia da frente do solvente (D2)

Figura 1: Determinac&o pratica do Ry

A Cromatografia em Camada Fina apresenta varias vantagens em relacdo as outras
técnicas cromatograficas, algumas das quais sao;
» Uso de pequenas quantidades de solvente;
» A polaridade do solvente ou o tipo de mistura de solventes pode ser alterado em
pouco tempo;
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0 cm podem-se analisar simultaneamente cerca de

dezoito amostras.
> E uma técnica de baixo custo e com reprodutibilidade dos resultados.
A maior desvantagem da TLC consiste na dificuldade de pulverizagdo uniforme da

amostra contida na camada adsorvente nas placas de suporte.

Preparacio do eluente

Os solventes usados na eluicdo devem ser puros. Alguns solventes sdo higroscopicos e
podem ser afectados pela humidade, baixando a reprodutividade.
Deve-se preparar a mistura eluente e manté-la fechada e evitar a evaporagdo da mistura

eluente para ndo se alterar a composicao desta.

Aplicacio da amostra

Usar uma micro pipeta ou tubos capilares de vidro.
Realizar a eluicdo sempre numa superficie plana.
Colocar as amostras a cerca de 1 a 1,5 cm da base.

No caso de amostras diluidas colocar por diversas vezes, secando apds cada aplicacéo.

Desenvolvimento das placas

A eluicdo foi feita de modo ascendente em tinas cromatogréficas adequadas previamente
saturadas com o eluente a usar para cada caso tendo-se o cuidado de controlar o nivel do
eluente de modo que nédo atingisse os pontos de aplicagdo da amostra durante o processo

de imersao.

Métodos de visualizaciao
Os meétodos de visualizagdo empregues s&o:

o Uso da lampada ultravioleta (256 e 366 nm);
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b) Cromatografia em Coluna Normal (CC)

Este processo baseia-se nas interaccbes do soluto com os centros activos de um
adsorvente solido finamente dividido que é a fase estacionéria. Esta técnica pode ser
usada para o fraccionamento dos compostos da mistura de acordo com a sua polaridade,

podendo também ser usada como uma técnica de pré-purificacéo.

¢) Cromatografia em camada fina preparativa

E uma TLC na qual a amostra é aplicada na forma de banda numa placa, normalmente de
dimensdes 20 x 20 cm. Nesta técnica as zonas separadas sdo facilmente removidas da
placa. Se a aplicagdo da banda for manual, torna-se dificil isolar uma substéncia de outras

sem contaminagdo devido & ondulacdo da banda
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5.3.1. Ultravioleta (UV)

Os espectrometros do ultravioleta comummente usados medem a absor¢do da luz no
visivel e na regido ultravioleta <<préximo>>, ou seja, no intervalo 200-750 nm. Numa
transicdo para um nivel electronico mais elevado, a molécula pode passar de um qualquer
de vérios subniveis — correspondentes a varios estados vibracionais e rotacionais — para
qualquer um de entre outros subniveis; por essa raz&o as bandas de absorcao sdo largas.
Neste instrumento um feixe de luz ¢é dividido em dois; uma das metades do feixe (o feixe
da amostra) passa atraves de uma célula transparente que contém solu¢do do composto
que estiver sendo analisado, e a outra metade (o feixe de referéncia) passa através da
outra célula idéntica & primeira, porém contendo o solvente da solu¢do, mas ndo o
composto.

O instrumento opera de modo a poder fazer uma comparacdo entre as intensidades dos
dois feixes em cada comprimento de onda da regido. O instrumento dd uma resposta na
forma de um grafico — o do comprimento de onda (A) contra a absorvancia (A) da luz em
cada comprimento de onda.

5.3.2. Infravermelho (1V)

De todas as propriedades de um composto organico, € o respectivo espectro do
infravermelho aquele que, em si, fornece mais informagdes acerca da estrutura do
composto.

Uma molécula estd em constante vibracdo: as suas ligagdes interatomicas distendem-se (e
contraem-se), e flectem-se relativamente umas as outras.

O espectrometro de infravermelho opera de maneira semelhante aos espectrometros de
visivel e UV. Um feixe de radiacdo 1V passa pela amostra e é constantemente comparado
com um feixe de referéncia, & medida que a frequéncia da radiagdo incidente vai sendo
alterada. O espectrometro plota os resultados na forma de um grafico que mostra a
absorcdo em funcdo da frequéncia ou do comprimento de onda.
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—Ta espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
consideram-se, como os electrdes, animados de spin. A rotacdo destas particulas
carregadas — rotacdo de carga — gera um momento magnético orientado segundo o eixo do
spin, o que significa que estes nucleos funcionam como mindsculas barras magnéticas.
Um desses nlcleos, precisamente aquele em que estaremos interessados, é o do atomo do
hidrogénio ordinario, *H, ou seja, 0 protdo.

Segundo a Mecéanica Quantica, se colocar um protdo num campo magnético externo, o
respectivo momento magnético pode orientar-se de uma das duas maneiras seguintes:
com OU contra 0 cCampo externo.

O alinhamento segundo o sentido do campo é o mais estavel e terd de haver absorgéo de
energia para fazer saltar o mindsculo magnete protdnico para o alinhamento menos
estavel, contra o campo.

A energia minima necessaria para operar esta inversdo do protdo depende, como se
poderia esperar, da intensidade do campo externo: quanto mais forte for o campo, tanto
maior serd a tendéncia para se manter o alinhamento, e mais alta serd a frequéncia da

radiacdo necessaria para efectuar a inversao.

5.3.4. Espectroscopia de Massa (MS)

Na espectroscopia de massa, as moléculas sdo bombardeadas com um feixe de electrbes
de alta energia. As moléculas ionizam-se e cindem-se em muitos fragmentos, algumas
das quais sdo ides positivos. Cada espécie de ibes possui determinado valor da razdo da
massa para a carga, ou valor m/z. Como na maioria dos ifes, a carga é 1, m/z é

simplesmente a massa do i&o.
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procedimentos usados desde o trabalho de campo

(colheita da amostra) até a realizacdo dos ensaios laboratoriais de acordo com os

objectivos definidos e com as condicdes técnicas e materiais disponiveis.

O esquema apresentado abaixo resume as actividades seguidas durante a realizagéo do

presente trabalho

EEEEET)
| | ,
S i J“

Figura 2: Esquema geral seguido no trabalho

Zunguze, Domingos Manuel Trabalho de Licenciatura -UEM 31


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

: Your complimentary

— Pnr use period has ended. Nctividade Antimicrobiana das Raizes da Tiliacora funifera
t Complete ThaﬂkyOUfOfUS/ﬂg ————¥8¥ /¢! ' '¥93}————— ]
PDF Complete.

Click Here to upg
Unlimited Pages ¢

ica da planta

tudo (7iliacora funifera) foram colhidas no bairro de
Khokhole, no distrito da Moamba na provincia de Maputo. A colheita do material foi
realizada no dia 31.07.2009, seguindo-se a devida confirmacdo no herbario do

Departamento das Ciéncias Biologicas da UEM, espécime nimero 63.

6.2. Secagem e moagem das amostras

A secagem da amostra obedeceu as fases distintas de acordo com a parte da planta (raizes
ou folhas) em questéo:

v Para as raizes procedeu-se em duas fases sendo que a primeira fase de secagem
decorreu durante cerca de de 10 dias, secagem esta que foi realizada na estufa
(Scientific — series 2000) a uma temperatura regulada de 50° C, enquanto a
segunda fase de secagem foi realizada a temperatura ambiente durante 45 dias no
laboratério dos produtos naturais do Departamento de Quimica;

v' Para as folhas a secagem foi realizada também no laboratério dos produtos naturais
do Departamento de Quimica apenas a temperatura ambiente durante cerca de 50
dias.

A moagem das folhas foi feita no laboratério dos produtos naturais do Departamento de
Quimica enquanto a moagem das raizes foi feita no 1AM (Instituto de Investigacéo
Agréria de Mogambique).

6.3. Preparacao dos extractos

Todos os extractos utilizados no estudo fitoquimico foram obtidos através da extraccao
por maceracdo com agitacdo e por Soxhlet seguindo o esquema geral ilustrado na figura
3, enquanto que os extractos utilizados na avaliagdo da actividade antimicrobiana foram

obtidos seguindo o esquema geral da figura 4.
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Amostra (x g)

Extracgdo com Eter de Petrdleo

Extracto 1 de EP Residuo (a)

Extracgdo com Metanol

Extracto 2 de Metanol Residuo b descartado

Figura 3: Esquema geral para a obtencdo dos extractos brutos

P6 das raizes

Maceragéo

Evaporacéo

A 4

Eter de Petroleo Extracto

Maceracdo (Residuo)

Diclorometano Evaporagdo

A 4

Extracto

Maceracdo (Residuo)

Testes
Antimicro
bianos

Evaporacédo

A 4

Acetato de etilo Extracto

Maceracao (Residuo)

Evaporacdo

Extracto

A 4

Metanol
Maceracao (Residuo)

Evaporacéo

A 4

Agua Extracto

Fig. 4. Esquema geral para a obtengé@o dos extractos para os testes antimicrobianos.
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g do p6 das raizes foram tratados com o éter de
petréleo 40-60 (1000 mL) durante 72 h, filtrou-se e o filtrado foi concentrado no
rotavapor obtendo-se um extracto de éter de petréleo (5 g) oleoso de cor castanha. O pd
das raizes extraido com éter de petréleo depois da secagem foi dividido em 2 balGes
Erlenmeyers de 1000 mL e foram adicionados para cada 300 mL de metanol e submeteu-
se a maceragdo sob agitacdo durante 72 horas. Filtrou-se e o filtrado foi concentrado no
rotavapor até quase a secura obtendo-se assim um residuo (7.29g) oleoso de cor castanha.
Dissolveu-se 5 gramas deste residuo em 100 mL de agua destilada e procedeu-se com a
extragcdo sucessiva (duas vezes) com éter de petroleo, diclorometano, acetato de etilo e
n-butanol com volumes iguais de 25 ml, obtendo-se duas fases para cada caso,
nomeadamente a organica e a aquosa. De seguida as fases organicas foram concentradas
no rotavapor obtendo-se assim 0s respectivos extractos secos de 1.10 para o éter de
petréleo, 0.12 para o diclorometano, 0.38 para o acetato de etilo e 0.56 gramas para 0 n-

butanol.

6.3.2. Extraccao por Soxhlet

Na extraccdo por Soxhlet 20 g do pd das raizes e folhas da Tiliacora funifera foram
tratados com éter de petroleo 40-60 durante 8 horas, obtendo-se extractos de éter de
petréleo de cor verde de massa 0.60 gramas para as folhas e castanha com 1.18 g no caso
das raizes ap0s a evaporacdo do solvente no rotavapor. ApGs a secagem, 0s residuos
previamente tratados com éter de petréleo foram novamente submetidos a um refluxo
continuo com o metanol durante 8 horas, obtendo-se extractos metandlicos de cor verde-

escuro nas folhas e castanha nas raizes, ambos pesando 4.0 gramas.

Tabela 1: Massa e percentagem dos extractos do po6 das raizes e folhas da T.funifera

Raizes Folhas

Extractos Maceragéo Soxhlet Soxhlet
Eter de petroleo 5.00 g (5%) 1.189g (5.9%) 0.60 g (3%)
Metanol 7.29 9 (7.29%) | 4.00 g (20%) 4.00 g (20%)
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Parte do extracto metandlico obtido por maceracdo foi dissolvida em &gua destilada e
posteriormente submetida ao processo de extracgédo por particdo usando como solvente de
extraccdo o éter de petroleo (EP), diclorometano (DCM), acetato de etilo (AE) e butanol
(Bu), obtendo-se assim apds a concentracdo 4 extractos designadamente simbolizados
por: EEP- extracto de éter de petréleo, EDCM- extracto diclorometénico, EAE- extracto
de acetato de etilo e EBu- extracto butandlico. O esquema geral da extracgdo solvente /

solvente esta ilustrado a seguir.

Extracto metandlico (5.5 g)

Suspensdo em H,0

Extracgdo Extracgdo Extracgdo Extrac¢cdo com
comE.P com DCM com AcOEt n-BuOH
A y A A
E.E.P E.DCM EAE E. Bu

Onde: E.E.P — Extracto do éter de petréleo; E.DCM - Extracto diclorometanico; E.A.E —

Extracto de acetato de etilo; E.Bu — Extracto butandlico.

Fig. 5. Esquema geral para extracc¢do solvente /solvente

Em todos os casos, iguais volumes de solvente foram usados e o processo foi repetido até
a solugdo ficar limpida. No fim o extracto aquoso resultante da suspensdo do extracto
metandlico em agua também foi evaporado, obtendo-se uma massa de 3.22 g. Néo foi

necessaria a aplicacdo da centrifugacdo para separar as fases.
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fracgdes aquosa e butandlica.

Tabela 2. Resultados da extracgdo solvente / solvente

Extracto (m) % de peso do
material seco
Eter de petroleo (1.10g) 20
Diclorometano (0.12g) 2.2
Acetato de etilo (0.38g) 7.0
Butandlico (0.56g) 10.2
Aquoso (3.229) 57.5

6.5. Extraccao dos alcaldides totais [21]

A extraccdo dos alcaldides totais foi feita em meio alcalino segundo o procedimento de
Stas-Otto (fig. 6), onde 100 g do pd das raizes foram alcalinizados com hidréxido de
aménio a 25 %, seguindo a extracgdo continua com o cloroférmio. O extracto
cloroférmico foi submetido a particdo com &cido cloridrico a 2% resultando em duas
fases: cloroférmica e aquosa &cida. A fase aquosa &cida foi alcalinizada com hidroxido de
amodnio concentrado até um PH 9 e depois submetida a particdo com cloroférmio. A fase
cloroférmica resultante (final) foi submetida a secagem com sulfato de sodio, filtracdo e
evaporacdo obtendo-se assim um extracto dos alcaldides totais (A.T) de massa igual a
0.91 g. Para a confirmagdo foram realizados 2 testes com os reagentes de Mayer e
Dragendorff, enquanto para a avaliacdo do perfil cromatogréafico, uma parte do extracto
foi dissolvida em metanol e submetida a uma TLC no sistema DCM:MeOH (60:40)

(anexo 7).
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Planta seca e
moida (100g)

1. Alcalinizagdo com NH,OH 25 % (v/v)
2. Extraccdo com CHCl,

) 4
Extracto
Cloroférmico

Particdo com HCI 2%

/ \ 4
Fase aquosa

acida

Fase
Cloroférmica

A
1. Alcalinizagdo com NH,OH Conc. a PH9-10

2. Particdo com Cloroférmio

Fase Aquosa /

<
il

Fase
Cloroférmica
Final

y
1.Secagem com Na,SO,
2. Filtracdo
3. Evaporacéo

Alcaléides
Totais

Fig. 6. Esquema para obtencao dos alcaldides totais
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itoquimica das raizes e folhas foram realizados testes

tipicos de 6 classes principais dos metabolitos secundérios em diferentes extractos brutos.

a) Ensaio de reconhecimento dos Flavondides

1. Reac¢ao com acido sulfarico

Tomou-se uma aliquota de cada extracto bruto, colocou-se num tubo de ensaio e
adicionou-se 4 gotas de acido sulfdrico concentrado.

2. Reaccao de Shinoda

Tomou-se uma aliquota de cada extracto bruto que foi acidificada com HCl a 10% até
ao pH 4 e, submetido a hidrélise durante 30 minutos. Apds arrefecimento adicionou-
se 10 mL de 4agua destilada e fez-se a extraccdo com éter de petrdleo. Da solugéo de
éter retirou-se 1mL que foi colocado num tubo de ensaio e adicionou-se trés pedacos
de fita de magnésio metéalico e algumas gotas de acido cloridrico concentrado.

Para este teste a formacdo duma solucdo vermelha em cada um dos extractos é

indicativo da presenca de flavonoides.

b) Teste dos alcaldides livres

Dissolveu-se cada um dos extractos em 1.5 mL de HCI a 2%. Agitou-se com uma vareta
de vidro até a dissolucédo total e dividiu-se a solu¢do obtida em volumes iguais, por 3
tubos de ensaio:

Tubo 1 — Adicionou-se 3 gotas de reagente de Mayer;

Tubo 2 — Adicionou-se 3 gotas do reagente de Dragendorff;

Tubo 3 — Testemunha.

Precipitados brancos com o reagente de Mayer e amarelos com o de Dragnendorff séo
indicativos da provavel presenca dos alcaldides.

¢) Teste de saponinas
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camente por 3 minutos.

Neste caso a formacdo duma espuma persistente sugere a presenca das saponinas.

d) Teste de Liebermann — Buchard para esteroides e triterpenos

Transferiu-se para um copo cada um dos extractos e extraiu-se com cloroformio. Filtrou-
se a solucdo cloroférmica para um tubo de ensaio seco, adicionou-se 1 mL de anidrido
acético e agitou-se suavemente. Adicionou-se depois 3 gotas de H,SO, concentrado e
agitou-se suavemente.

Para este teste a formacao de uma cor verde ou verde - azul ap6s poucos minutos sugere a

presenca destes metabdlitos.

e) Teste de taninos

Diluiu-se, em tubo de ensaio, 1 mL do extracto com 2 mL de agua destilada. Agitou-se e
adicionou-se 3 gotas de cloreto férrico a 1%. O mesmo procedimento foi repetido usando
0 acetato de chumbo.

Para este teste a formacdo de uma coloragdo azul sugere a presenca de taninos

hidrossollveis enquanto a verde a presenga de taninos condensados.

f) Teste de Borntrager para antraquinonas

Colocou-se um pequeno fragmento do extracto num tubo de ensaio e adicionou-se 5 mL
de NH4OH a 10 %. A coloracéo rosea, vermelha ou violeta sugere a provavel presenca da

das antraquinonas.

A pesquisa dos principais grupos de metabolitos secundérios das folhas e raizes da
Tiliacora funifera evidenciou a auséncia dos alcaloides nas folhas enquanto das classes
de constituintes encontradas nas raizes, destacam-se mais os alcaldides, que sabidamente
estdo presentes na planta em estudo.

Os resultados dos testes estdo sumarizados na tabela 3.

Tabela 3. Resultados dos testes fitoquimicos das raizes e folhas da 7. funifera
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s Utilizados Resultados
Secundarios Raizes Folhas
MeS) S)
EEP EM EEP EM
Flavondides Reaccéo de Shinoda e com - + - +
H,SO4
Alcalbides Reacgédo com reagente de + + - -

Dragendorff e Mayer

Saponinas Formacdo de espuma - - - -

Antraquinonas Reaccéo de Borntrager directa - - - -
livres e glicosidicas

Taninos Reacc0es cléssicas: Acetato - - - +

de chumbo; cloreto férrico

Terpenos e | Reacgéo de Liebermann- - - - -
Esterdides Buchard’s

EEP — Extracto de Eter de Petréleo; EM — Extracto Metanélico - Ndo detectado; + Detectado; M-

Maceracdo; S- Soxhlet.

6.7. Analises Cromatograficas
6.7.1. Analise dos extractos brutos e semi brutos

Os extractos brutos de éter de petrdleo e metandlico (EPm, EPsox, EMm e EMsox)
obtidos por maceragdo e por Soxhlet, o extracto bruto dos alcaldides totais (EB) e os
extractos semi brutos (EP, DCM, AE, Bu e Aquo) obtidos na extrac¢do solvente /
solvente foram dissolvidos em metanol.

Estes extractos foram depois submetidos a cromatografia em camada fina (TLC) usando
como fase estacionaria silica gel 60 F,s4 (Merck) sobre as placas comerciais de aluminio
(7 x 10 cm e 20 x10 cm) e DCM: MeOH (60:40) como sistema de eluigé&o.
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Os extractos depois de dissolvidos em metanol foram aplicados em placas
cromatograficas a uma distancia de 1 cm da extremidade inferior da placa usando tubos
capilares de 2ul mantendo uma separacdo minima de 0.75 cm entre os pontos de

aplicacgéo.

6.7.1.2. Desenvolvimento das placas
As placas foram introduzidas em tinas cromatograficas pré-saturadas de solvente
evitando que o nivel do solvente atingisse os pontos de aplicagdo durante a imers&o.

A eluicéo foi feita de modo ascendente das placas.

6.7.1.3. Sistema de detec¢ao
Os componentes separados foram visualizados numa lampada de luz UV a 254 nm e as
placas foram depois pulverizadas com o reagente de Dragendorff e aquecidas a 100 °C

durante 2-5 minutos.

6.7.2. Cromatograma dos extractos brutos
Feita a TLC (TLC-I anexo 1) dos extractos brutos (A.T, A, B, C e D), notou-se que:
v/ Todos 0s extractos apresentam uma mancha em comum com um Rf de cerca de
0.42 apos a pulverizagdo com o reagente de Dragendorff.
v" Nenhuma mancha nitida foi observada sob a luz UV a 254 nm.
v' Os extractos A, B e C apresentam uma mancha em comum com Rf 0.85

v O extracto B apresenta maior nimero de manchas em relacéo a outros.

6.7.3. Cromatograma dos extractos semi brutos

Feita a TLC (TLC-II vide anexo 2) dos extractos brutos obtidos por extracc¢ao solvente —

solvente apds a pulverizacdo com o Reagente de Dragendorff, notou-se que:
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bntam uma mancha em comum com um Rf de 0.43.

v' Os extractos de acetato de etilo e butanol possuem uma mancha em comum com
um Rf de 0.32.

v' Os extractos de éter de petréleo (EP) e de diclorometano (DCM) apresentam cada

uma Unica mancha com Rf 0.43.

v" O extracto aquoso possui 0 maior nimero de manchas (3) em relacdo a todos

extractos.

6.8. Fraccionamento

O fraccionamento das amostras foi feito usando a Cromatografia em Coluna (CC)
Normal.

Para o presente trabalho no &mbito de isolar alcaldides, foram fraccionados os extractos
de éter de petroleo e diclorometanico ambos obtidos por extraccao solvente — solvente a
partir do extracto bruto metanolico.

6.8.1. Fraccionamento por Cromatografia em Coluna Normal
6.8.1.1 Enchimento e Montagem da coluna CC

Enche-se a coluna de vidro com silica gel 60 até uma altura de 10 cm, comprimindo-se
muito bem com ajuda de uma vareta de vidro. A amostra € introduzida do mesmo modo,
separando-a da silica gel por meio de um filtro (algoddo). Compacta-se a amostra sobre
a silica gel e coloca-se novamente o algoddo na extremidade superior e finalmente elui-

se a coluna (vide a figura 7).
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Fig.7. Fotografia da montagem da coluna de CC

6.8.1.2. Fraccionamento do extracto diclorometinico

Cerca de 12 mg do extracto de diclorometano (DCM) obtido por particdo solvente -
solvente foram misturados com 3g silica gel 60 e moidos para melhor homogeneizacéo.
Esta mistura foi introduzida na coluna previamente montada, contendo silica gel 60 que
constituia a fase estacionaria, enquanto que como fase moével, foi usado o sistema
diclorometano: metanol na ordem crescente de polaridade (50:0; 80:20; 60:40 e 0:50). As
fracgBes foram recolhidas em tubos de ensaio e depois concentradas e submetidas a
analise por TLC no sistema de solvente DCM:MeOH (60:40). Este processo resultou em
37 fracgdes e os resultados estdo apresentados na tabela 4.
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[-I1Ia e TLC-IIIb vide anexo 3, fraccionamento do
Cores das manchas
Apos revelagdo Rf em DCM:
Fraccoes N° de manchas UV 254 nm Com reagente de MeOH(60:40)
Dragendorff
1-15 0 Nao visivel Néo visivel |
Complexa N&o visivel 0,74
16-17 Complexa N&o visivel 0,62
6 Complexa N&o visivel 0,62
N&o visivel Amarelo-alaranjada 0,48
N&o visivel Amarelo-alaranjada 0,43
Complexa N&o visivel 0,20
N&o visivel Amarelo-alaranjada 0,53
18-37 2 N&o visivel Amarelo-alaranjada 0,35

As fracgdes foram depois agrupadas em 3 fracgBes segundo o seu perfil cromatografico

como ilustra o anexo 4 (TLC-IV).

v
v

As fraccdes de 1 a 15 (agrupadas na fraccao I) ndo revelaram nenhuma mancha.
As fracgOes 16 e 17 (agrupadas na fraccao II) apresentaram duas manchas, uma
com Rf 0.43 e outra com Rf 0.48, ambas amarelo-alaranjadas apos revelagcdo com
0 reagente de Dragendorff.

A fracgéo Il apresentava ainda duas manchas com Rfs de 0.62 e 0.72 ambas de
cor azul claro na lampada UV 254 nm.

A fraccdo 111 (18-37) apresentava uma Unica mancha amarelo-alaranjada com Rf

0.35 apos revelacdo com o reagente de Dragendorff.
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to de éter de petroleo

0 (EEP) obtido por particdo solvente - solvente foram
misturados com 3g silica gel 60 e moidos para melhor homogeneizagéo.

Esta mistura foi introduzida na coluna previamente montada, contendo silica gel 60 que
constituia a fase estacionaria, e o sistema diclorometano: metanol na ordem crescente de
polaridade (50:0; 80:20; 60:40 e 0:50) como fase movel. As fracgdes foram recolhidas em
tubos de ensaio e depois concentradas e submetidas a analise por TLC no sistema de
solvente DCM:MeOH (60:40). Este processo resultou em 28 fracgdes e os resultados

estdo apresentados na tabela 5.

Tabela 5: Resultados de CC (TLC-Va e TLC-Vb vide anexo 5, fraccionamento do
extracto de éter de petréleo).

Cores das manchas
Apbs revelagéo Rf em DCM: MeOH
Fraccoes N° de manchas UV 254 nm Com reagente de (60:40)
Dragendorff
1-11 0 Nao visivel Néo visivel |
Azul claro N&o visivel 0.50
12-15 2 N&o visivel Amarelo-alaranjada 0,25
16-28 2 N&o visiveis Amarelo-alaranjadas 0,25e 0,22

As fracgdes foram depois agrupadas em 3 fracgBes segundo o seu perfil cromatografico
como ilustra a figura no anexo 6 (TLC-VI).
v" As fraccBes de 1 a 11 (agrupadas na frac¢éo I) ndo revelaram nenhuma mancha.
v' As fraccBes 12 a 15 (agrupadas na fracgio II) apresentaram uma mancha, com Rf
0.5 de cor azul claro a UV 254 nm.
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m o reagente de Dragendorff.

v' A fracgdo Il (16-28) apresentava uma mancha amarelo-alaranjada com Rf 0.25 e

outra com Rf 0.22 apds revelagdo com o reagente de Dragendorff.

6.8.2. Cromatografia em camada Fina Preparativa — TLCP do extracto bruto de

diclorometano

Na tentativa de isolar produtos no extracto de diclorometano identificados na TLC, 90 mg
deste extracto foram submetidas a uma cromatografia em camada fina preparativa que
resultou no isolamento de 4 fracgdes (vide o anexo 8 TLCP VIII) e os resultados estéo
apresentados na tabela que se segue.

Tabela 6: Fracgdes isoladas por TLCP

Cores das manhas
Fraccoes N° de UV 254nm | UV 366 nm | Apés revelacio com Rf no
manchas Reagente de sistemaCgH1,:CHCl3:
Dragendorff (ED.NH

A (12,3mg)

B (17mg) 1 N&o visivel Violeta Amarelo-Alaranjada 0,42
C (13,3mg) 1 N&o visivel Violeta Amarelo-Alaranjada 0,56
D (16mg) 1 N&o visivel Violeta Amarelo-Alaranjada 0,61

Feito o isolamento, notou-se que as fraccBes B, C e D apresentam cada, uma unica

mancha, com Rfs iguais a 0,42, 0,56 e 0,61 respectivamente enquanto que a fraccdo A

néo apresenta nenhuma mancha.
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anos foi efectuada no Laboratorio de Microbiologia da
Faculdade de Veterinaria da Universidade Eduardo Mondlane. E Com vista a avaliar a
actividade antimicrobiana e determinar as respectivas CIMs nos extractos das raizes
obtidos seguindo o esquema da figura 4 contra alguns microrganismos, foram utilizados

dois métodos principais:

o Meétodo difusdo em agar e

o Meétodo de diluig&o.

a) Equipamentos para testes biologicos b) Material de vidro
- Autoclave - Copos de Becker
- Balanga analitica - Erlenmeyers
- Bico de Bunsen - Proveta graduada
- Estufa - Placas de Petri
- Freezer -20 °C - Pipeta
- Provetas

¢) Reagentes

- Agua destilada

- Solucdo de etanol a 50%
Meios de cultura

o Agar nutriente

o Agar sangue

d) Microrganismos

Caracteristicas | Microrganismos
Gram- positivo | Staphylacoccus sp
Streptococcus sp
Gram-negativo | Escherichia coli
Salmonella sp
Fungo Candida sp

Zunguze, Domingos Manuel Trabalho de Licenciatura -UEM 47


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

Your complimentary
use period has ended. Nctividade Antimicrobiana das Raizes da Tiliacora funifera

-
Thankyou fOf US/ﬂg I — ————— — — — —  ——  —  —  — N NN N N — N ——
CO m p I ete PDF Complete.
Click Here to upg
Unlimited Pages ¢

Itura

de Becker

2. Acrescentar a metade dos 1000 mL de agua destilada.

3. Dissolver os ingredientes em agua agitando continuamente com um bastéo de vidro ou
com um agitador eléctrico (uso de barra magnética), evitando a formagdo de espuma.
Apos a formagdo de uma suspensdo homogénea, completar o volume do meio com o
restante da agua

4. Quando necessario, dissolver os ingredientes do meio de cultura em banho-maria,
vapor fluente em autoclave ou utilizando a chama do bico de Bunsen, ou chapa
aquecedora eléctrica, protegida com tela de amianto, ou ainda em forno de
microondas, até a ebuli¢do, agitando sempre. Evitar o aquecimento desnecessario

5. Filtrar em papel de filtro qualitativo para retirar as impurezas

6. Verificar o pH através de potenciometro ou fita indicadora de pH e ajustar para 7,2
usando solucéo de &cido lactico (0,1 %) ou hidroxido de sodio (1,0 N), com pipeta de
1 mililitro, gotejando aos poucos. O pH do “agar simples” é ajustado antes da adi¢&o
do agar-agar.

7. Distribuir os meios nas placas de Petri até quase a metade.

8. Esterilizar em autoclave a 121°C (1 atmosfera de pressdo) por 20 minutos e ja estdo

prontas para 0S ensaios

Apo0s a preparacdo das placas com meios de cultura e espalhados 0os microorganismos,
foram colocados os discos de papel de filtro contendo as amostras em concentra¢bes mais
elevadas de 200 mg/mL sobre 0s microorganismos e posteriormente incubadas por 24 h a
37 °C. Este procedimento preliminar tinha como objectivo apurar se 0s extractos eram ou
nédo activos contra os microorganismos. Os resultados estdo apresentados nas tabelas 7 e
8 abaixo.

Zunguze, Domingos Manuel Trabalho de Licenciatura -UEM 48


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

PDE

2 3 Complete

Unlimited Pages and

it

Your complimentary
use period has ended.
Thank you for using
PDF Complete.

\ctividade Antimicrobiana das Raizes da Tiliacora funifera
————————————————————————————

[imicrobiana dos extractos das raizes da 7. funifera em agar

Extracto (200mg/ml) Microrganismos

Zona de inibigéo

(mm)*

Ext. Ep

Ext. DCM

Ext. A.E.

Ext. Met.

Ext. Aq.

Ext. AT

E. Coli

Candida sp
Salmonella sp
Staphylococcus sp
Streptococcus sp

E. Coli

Candida sp
Salmonella sp
Staphylococcus sp
Streptococcus sp

E. Coli

Candida sp
Salmonella sp
Staphylococcus sp
Streptococcus sp

E. Coli

Candida sp
Salmonella sp
Staphylococcus sp
Streptococcus sp

E. Coli

Candida sp
Salmonella sp
Staphylococcus sp
Streptococcus sp

E. Coli

Candida sp
Salmonella sp
Staphylococcus sp
Streptococcus sp

EP-Eter de petroleo, DCM- Diclorometano, A.E.- Acetato de etilo, Ag.- Aquoso, A.T- Alcal6ides Totais
* Incluindo o halo do disco (6 mm), --- Sem inibig&o
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[imicrobiana dos extractos das raizes da 7. funifera em agar

Extracto (200mg/ml) Microrganismos

Zona de inibigéo

(mm)*

Ext. Ep

Ext. DCM

Ext. A.E.

Ext. Met.

Ext. Aq.

Ext. AT

E. Coli

Candida sp
Salmonella sp
Staphylococcus sp
Streptococcus sp

E. Coli

Candida sp
Salmonella sp
Staphylococcus sp
Streptococcus sp

E. Coli

Candida sp
Salmonella sp
Staphylococcus sp
Streptococcus sp

E. Coli

Candida sp
Salmonella sp
Staphylococcus sp
Streptococcus sp

E. Coli

Candida sp
Salmonella sp
Staphylococcus sp
Streptococcus sp

E. Coli

Candida sp
Salmonella sp
Staphylococcus sp
Streptococcus sp

EP-Eter de petroleo, DCM- Diclorometano, A.E.- Acetato de etilo, Ag.- Aquoso, A.T- Alcal6ides Totais
* Incluindo o halo do disco (6 mm), --- Sem inibigéo
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icdo Inibitoria Minima (CIM)

axima de 200 mg/mL que exibiram actividade
antibacteriana foram diluidos para 150, 100, 50 e 25 mg/mL. Foram tomados 20 pL de
cada concentracdo para os discos de papel de filtro, os quais foram depois impregnados
nas placas de Petri contendo os respectivos meios de cultura (vide o anexo 8). Apds a
incubagdo a 37 °C durante 24 h as concentra¢cbes mais baixas que ndo permitem a
visualizacdo dos halos de inibicdo foram consideradas como sendo as ConcentracGes
Inibitorias Minimas (CIMs). Os resultados alcangados estdo ilustrados nas tabelas que se

seguem.

Tabela 9: Determinacéo da CIM na Salmonella sp

Extracto metanolico
1. Salmonella sp em agar nutriente 2. Salmonella em agar sangue
Conc. (mg/mL) | 200 150 100 | 50 25 | 200 | 150 | 100 | 50 25
Halo (mm) 12 10 10 08 | --- 12 11 10 08 ---

Tabela 10: Determinacdo da CIM na E.coli

Extracto metanolico
1. E. coli em agar nutriente 2. E. coli em agar sangue
Conc. (mg/mL) | 200 150 100 | 50 25 | 200 | 150 | 100 | 50 25
Halo (mm) 10 08 08 - | - 10 09 08 --- ---

Tabela 11: Determinacdo da CIM na Staphylacoccus sp

Extracto metanolico

1. Staphylacoccus em agar sangue
Conc. (mg/mL) 200 150 100 | 50 25
Halo (mm) 15 13 10 - | -
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Os testes fitoquimicos realizados sobre o0s extractos brutos de éter de petrdleo e de
metanol obtidos por maceracdo e Soxhlet revelaram a presenca de taninos nas
folhas e de alcaldides e flavondides nas raizes, conforme ilustra a tabela 3. A
presenca dos alcaldides nas plantas da familia menispermaceae esta bem
referenciada na literatura [32]. Trabalhos recentes realizados sobre a Tiliacora
funifera  demonstram que ha uma abundancia dos alcaldides

bisbenzilisoquinolinicos nesta planta.

Os alcaloides constituem a principal classe responsavel pela actividade bioldgica
da planta Tiliacora funifera, contudo, os flavondides identificados nas raizes
podem exercer uma actividade significativa, visto que o extracto metandlico que
para além dos alcal6ides possui flavondides inibiu o crescimento da maior parte
dos microrganismos testados (3 em 5) em relagdo ao extracto dos alcaldides totais
(2 em 5). Este facto pode ser facilmente explicado pois a actividade

antimicrobiana dos flavondides estd bem descrita na literatura.

A anélise comparativa por TLC dos extractos brutos das raizes obtidos por
maceragdo e Soxhlet e usando o reagente de Dragendorff como revelador dos
alcaldides mostrou haver uma semelhanca com o extracto dos alcaldides totais na

sua composicdo fitoquimica, conforme ilustra a TLC I- anexo 1.

A extrac¢do de 100 g do po6 das raizes da Tiliacora funifera produziu cerca de
0.91g (0.91%) dos alcaldides totais, valor este que estd de acordo com o0s
resultados obtidos em estudos realizados na Universidade de Johannesburgo que
indicam para a extracgdo dos alcaldides um rendimento de 0.5 a 1 % [30].

O extracto metandlico das raizes obtido por maceracdo foi submetido a extracgdo
solvente-solvente usando solventes de diferentes polaridades e solubilidades: éter
de petroleo, diclorometano, acetato de etilo e n-butanol. Este processo resultou em

Zunguze, Domingos Manuel Trabalho de Licenciatura -UEM 52


http://www.pdfcomplete.com/cms/hppl/tabid/108/Default.aspx?r=q8b3uige22

e PDE

CI)'ck Here to up,

Unlimited Pages ¢

omplete

Your complimentary

use period has ended. Nctividade Antimicrobiana das Raizes da Tiliacora funifera
Thankyou fOf US/ﬂg ————¥8¥ /¢! ' '¥93}————— ]

PDF Complete.
1S que quando foram submetidas a TLC e reveladas

ndorff, mostraram manchas com caracteristicas de

alcaldides conforme mostra a TLCII- anexo 2.

Na tentativa de isolar produtos com caracteristicas de alcal6ides, fez-se o

fraccionamento dos extractos de diclorometano e de éter de petr6leo usando a

Cromatografia em Coluna normal (CC) e a Cromatografia em camada Fina
Preparativa (TLCP).

a)

b)

No fraccionamento por cromatografia de coluna do extracto de diclorometano
obtido por partigéo solvente-solvente, foram recolhidas 37 fracgdes que foram
agrupadas em trés fracgdes segundo o seu perfil cromatografico. A fracgéo |
(1-15) ndo apresentava nenhuma mancha, a fraccdo Il (16-17) apresentava
duas manchas com Rfs 0,48 e 0,43 ambas de cor amarelo-alaranjada apds a
revelacdo com o reagente de Dragendorff e finalmente a fraccdo 11l (18-37)
apresentava uma Unica mancha com Rf 0,35 ap0és a revelagdo com reagente de

Dragendorff.

Na analise do extracto de diclorometano por TLC no sistema de solvente
constituido por CH:CHClIs:(Et),NH e usando silica gel 60 Merck sobre a placa
de aluminio como fase estacionaria, foram visualizadas 4 manchas (A, B, C e
D com Rfs 0.30, 0.42, 0.56 e 0.60 respectivamente) de cor violeta sob a luz
UV a 366 nm e amarelo-alaranjadas apds a revelagdo com o reagente de
Dragendorff.

Na tentativa de isolar as 4 manchas, o extracto de diclorometano foi
fraccionado pela cromatografia em camada fina preparativa. Deste processo
foram isolados 3 produtos (B, C e D) com caracteristicas de alcaloides

conforme ilustra a TLC VIII no anexo 7.

No fraccionamento do extracto de éter de petrdleo obtido por particéo

solvente-solvente foram recolhidas 28 fracgbes que foram agrupadas em 3
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(1-11) ndo apresentava nenhuma mancha apds a

a 254 nm e com reagente de Dragendorff, a fracgéo

Zunguze, Domingos Manuel Trabalho de Licenciatura -UEM

Il (12-15) apresentava duas manchas uma com Rf 0,50 de cor azul claro na
luz UV a 254 nm e outra com um Rf 0,25 de cor amarelo-alaranjada ap6s
revelacdo com o reagente de Dragendorff e finalmente a fraccdo 111 (16-28)
apresentava também duas manchas com Rfs 0,25 e 0,22 ndo visiveis a UV 254

nm e amarelo-alaranjadas ap0s a revelacdo com o reagente de Dragendorff.

Os testes antimicrobianos realizados sobre 0s extractos de éter de petréleo, de
diclorometano, de acetato de etilo, de metanol, aquoso e o extracto dos alcaldides
totais usando 0s microrganismos: E.coli, Candida sp, Salmonella sp,
Staphylacoccus sp e Streptococcus sp, mostraram que:

a) O extracto de éter de petrdleo e de acetato de etilo inibem o crescimento da
Staphylacoccus sp em agar sangue.

b) O extracto metandlico é eficaz contra a Escherichia coli € Salmonella sp,
enquanto que 0s extractos aquoso e dos alcaldides totais sdo mais eficazes
contra a Salmonella sp nos dois meios de cultura. Esta actividade
antimicrobiana observada, particularmente nesses extractos, pode ser
devida aos agentes fitoquimicos presentes nesta planta nomeadamente 0s
alcaldides e os flavonoides segundo resultados dos testes fitoquimicos.

Os extractos previamente testados (a uma concentracdo maxima de 200 mg/mL) e
que inibiram o crescimento dos microrganismos, foram diluidos para 150, 100, 50
e 25 mg/mL a fim de se determinar as respectivas Concentra¢es Inibitorias
Minimas (CIMs) pelo método de dilui¢do, donde foi constatado que podem ser
usadas as concentracgdes inibitdrias minimas de 50 mg/ml contra a Salmonella sp,
100 mg/ml contra a E. coli e Staphylacoccus sp do extracto metanolico, conforme

mostram as tabelas 9, 10 e 11.
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8.1. Conclusoes

Os testes fitoquimicos realizados sobre 0s extractos das raizes da Tiliacora funifera
revelaram a presenca de dois grupos principais de metabolitos secundéarios, os
alcaldides e os flavondides mas com uma predominéncia dos alcaldides enquanto

gue nos extractos das folhas foram detectados somente os taninos.

Os testes antimicrobianos realizados sobre 0s extractos das raizes desta planta
revelaram que os extractos de metanol, o extracto aquoso e o extracto dos
alcaldides totais possuem uma actividade antimicrobiana significativa
especialmente contra a E.coli, Salmonella sp e Staphylacoccus sp sendo que a

E.coli, Salmonella sp se mostraram mais sensiveis aos 3 extractos.

A actividade antimicrobiana da Tiliacora funifera pode estar associada
principalmente a presenca dos alcaldides na sua composicao.

Desta forma, os resultados obtidos no presente trabalho vém confirmar de certa
maneira a relacdo existente entre a utilizacdo da planta Tiliacora funifera na
medicina tradicional no tratamento de doencas de origem microbiana e a sua

composicao fitoquimica.
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Recomenda-se a realizagdo de uma nova colheita das folhas da Tiliacora funifera
numa estacéo do ano ndo seca afim de se apurar convenientemente a existéncia ou
ndo dos alcaldides nesta parte da planta e a realizacdo de outros testes

antimicrobianos com espécies de microrganismos conhecidas.

Atendendo e considerando a importancia das plantas medicinais, que tém sido
amplamente usadas como fonte alternativa para a obtencdo de medicamentos
curativos, e que a elucidacdo dos compostos responsaveis pela sua actividade ainda
é muito reduzida, recomenda-se ao Departamento de Quimica da U.E.M, o
melhoramento acrescido das condigdes e aparelhos cruciais para um melhor estudo

das mesmas.

Recomenda-se também uma melhor coordenacdo entre as instituices ou 6rgdos
responsaveis pela pesquisa e estudo das diferentes espécies com propriedades
curativas e os praticantes da medicina tradicional em Mocambique, para uma

melhor administragéo das plantas.
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maceracao e Soxhlet com éter de petroleo (A e C) e metanol (B e D)

TLC-I
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TLC-ITTa

TLC-IlIb
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CC obtidas no fraccionamento do extracto de éter de
petréleo (TLC Vae Vh).

TLC Va

DCM:MelOH (60:40)

34 5 6 ¥ 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

TLC-Vb

D MeH (50: 407

EEP 19 20 21 22 23 24 25 z6 27 25
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das (F1, F2 e F3) do extracto de éter de petrdleo

TLC-VI

DCM:MeCH (60:40)

atr F1 F2 F3

Fraccoes de EP agrupadas
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das (A, B, C e D) do extracto de diclorometano
revelados a luz UV 366 nm e com o reagente de Dragendorff.

TLCP VIII

CH.CHCI3:.(Ef)2H CH.CHCI3:(Et)2NH

DM A B C D DCM A B ¢ D
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