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RESUMO
A procura por novos agentes antimicrobianos, a partir de plantas, é intensa devido a crescente

resisténcia dos microrganismos patogénicos frente aos antimicrobianos ja disponiveis no
mercado. Além disso, 0 uso dos pesticidas a longo prazo, causa impactos negativos para a
sociedade e para 0 meio ambiente devido a poluicdo causada pelos residuos quimicos. Frente a
este problema, uma estratégia actual da agricultura, vem sendo buscar métodos alternativos para
o controlo de doencas e pestes, que visem causar menos danos ao ambiente e a satide humana. O
objectivo deste trabalho foi avaliar in vitro o efeito de extractos das cascas do caule e de raizes
de Kigelia africana e Trichilia emetica bem como fraccGes do extracto do p6 das folhas de
Combretum molle sobre o desenvolvimento de fitopatdgenos em plantas.

Os extractos foram obtidos por maceragdo usando os solventes hexano, diclorometano, acetato
de etilo e metanol segundo a metodologia descrita por Aradjo et al. (2010) com alguma
modificacdo enquanto as fraccdes foram obtidas usando os solventes hexano, cloroférmio, n-
butanol e metanol a 65% segundo a metodologia descrita por Mavie (2007). Os testes
fitoquimicos de identificacdo de metabolitos secundarios foram realizados de acordo com a
metodologia descrita por Mouco et al.,(2003) e Rezende et al., (2011). Para a avaliacdo
antifangica foram usadas culturas puras de A.niger e C.gloeosporioides isolados de milho e
castanha de caju, usando os métodos de difusdo em disco e perfuragdo em agar (pocos).

Os testes fitoquimicos realizados nos extractos de Kigelia africana, revelaram a presenca de
flavonoides, saponinas, antraquinonas e triterpenoides/esterdides. A prospeccao fitoquimica
realizada nos extractos de Trichilia emetica revelou a presenca de terpenos, flavondides e
taninos. Para Combretum molle, os testes de reconhecimento de classes de metabolitos
secundérios revelaram a presenca de flavonoides, taninos, terpenos e saponinas.

Os extractos DCM, EtOAc e MeOH de Kigelia africana inibiram o crescimento dos
microrganismos. O extracto hexanico de todas as plantas ndo exibiu actividade antifingica.

As fracgdes aquosa, cloroférmica, butandlica e hidrometandlica de Combretum molle inibiram o
crescimento dos microrganismos. Os extractos DCM e EtOAc de Trichilia emetica apresentaram
actividade contra A. niger e 0s extractos hexanico e metandlico ndao foram activos.

O potencial antifangico, parcial ou total, dos extractos vegetais contra os fitopatdgenos, mostra
que o0s extractos das plantas em estudo podem ser uma alternativa viavel para o controlo de

doencas em plantas.
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LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS
A. niger Aspergillus niger

CIM Concentracdo inibitéria minima

C. gloeosporioides  Colletotrichum gloeosporioides

DCM Diclorometano

DMSO Dimetilsulfoxido

EAC Extracto acetdnico

EHM Fraccao de metanol a 90%

EHX Extracto de hexano

EHAC Extracto hidroacetonico

EtOAC Extracto de acetato de etilo

FAQ Fracgédo aquosa

FBL Fraccdo butanolica

FCL Fraccdo cloroférmica

FHX Fraccdo hexanica

FHM Fraccao hidrometandlico (MeOH a 90% e 65%)
IHAM Instituto de Investigacdo Agraria de Mogcambique
MeOH Metanol

n-ButOH n-butanol

Pb(Ac), Acetato de chumbo

PDA Potato dextrose agar

Rf Factor de retencéo

THF Tetrahidrofurano

TLC Cromatografica em Camada Fina
UEM Universidade Eduardo Mondlane
UV-Vis Ultravioleta-Visivel
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I. INTRODUCAO
Nas ultimas décadas, a agricultura tem feito um grande esfor¢o para aumentar anualmente a

producdo de alimentos para suprir os mercados internos ou externos. O uso de pesticidas esta
intimamente ligado a necessidade de suprimento de alimentos em funcdo do crescimento
populacional. Prevendo que a populacdo mundial duplicara nos préximos trinta ou quarenta anos
e, atendendo que, no presente momento, somente um terco da humanidade tem alimento
suficiente, as perspectivas futuras mundiais de alimentos ndo cubrirdo as demandas. Segundo 0s
prognosticos, as NacGes Unidas prevéem que os suprimentos alimentares precisam de ser
triplicados até o fim do século, objectivando proporcionar a todos os paises do mundo um nivel

de nutricdo razoavel (Macedo, 2002).

Actualmente, com a disponibilidade de vérias ferramentas que levam ao incremento da producao
de alimentos, a maior preocupacdo dos governos passou a ser em relacdo a seguranca e a
qualidade do alimento. A globalizacdo influencia diferentes aspectos da vida humana, incluindo
a seguranca da cadeia alimentar que pode ser relacionada com a presenca ou ndo de
contaminantes quimicos ou microrganismos indesejaveis. A seguranca alimentar tem sido um
tema cada vez mais importante em metas governamentais, ndo apenas no sentido de garantir que
a populacdo dos paises tenha acesso a alimentos, mas que estes estejam dentro de padrdes de
qualidade nutricional e dentro dos limites de residuos quimicos ou de microrganismos que
causem prejuizos a populacéo.

Em Mogambique, o controlo de doencas de plantas cultivadas é feito quase exclusivamente com
produtos quimicos sintéticos. Este facto ocorre devido a tradicdo do uso desses produtos junto
dos produtores, facilidade de aplicacdo e disponibilidade de equipamentos e servi¢os no mercado
(Berger et al., 2011). O uso indiscriminado de produtos quimicos sintéticos para controlar
doencas causadas por fitopatdgenos resulta, na sua grande maioria, em irregularidades.

Por outro lado, 0 uso generalizado e intensivo de pesticidas na agricultura pode ocasionar
acumulo de substancias nocivas, o surgimento de plantas invasoras e popula¢bes de
microrganismos resistentes aos compostos quimicos e danos em espécies ndo visadas. Os
agrotoxicos podem causar problemas de ordem ambiental nomeadamente: a contaminacdo dos

alimentos, do solo, da &gua e dos animais, a intoxicacdo de agricultores, o surgimento de doencas
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iatrogénicas, o desequilibrio biolégico que altera a ciclagem de nutrientes e da matéria organica e
a reducdo da biodiversidade (Bettiol & Morandi, 2009; Dixon, 2001).

Nesse enfoque, uma nova politica agricola através da agricultura alternativa tem sido
desenvolvida, voltada a minimizacdo desses impactos no ambiente e a0 homem por meio do
controlo alternativo de doencas de plantas, o qual inclui o controlo biol6gico, a inducdo de
resisténcia em plantas e a utilizacdo de subprodutos de plantas medicinais como extractos brutos
e Oleos essenciais, uma vez que apresentam, na sua composi¢do, substancias com propriedades
antimicrobianas. Esses compostos possuem a vantagem de serem geralmente menos prejudiciais
ao homem e ao meio ambiente, de menores custos, facilmente disponiveis aos agricultores e, em
alguns casos, podem inclusivé superar os produtos sintéticos na sua acc¢ao antimicrobiana
(Venturoso et al., 2011)

Devido a grande riqueza quimica das plantas medicinais que possuem principios activos com
actividade antimicrobiana, elas tornam se fontes potenciais de moléculas que podem ser
empregadas na defesa de plantas contra fitopatdgenos. Esses compostos pertencem a Vvarias
classes distintas de substancias quimicas, como alcaldides, terpenos, lignanas, flavondides,
cumarinas, quinonas, xantonas, lactonas, esteroides, entre outros.

A diversidade de substancias activas em plantas medicinais tem motivado o desenvolvimento de
pesquisas envolvendo o uso de extractos vegetais, com o intuito de explorar as suas propriedades
antimicrobianas.

Trabalhos desenvolvidos com extracto bruto e Oleo essencial, obtidos a partir de plantas
medicinais, tém indicado o potencial das mesmas no controlo de fitopatdgenos, tanto na sua
accdo fungitoxica directa, inibindo o crescimento micelial e a germinacdo de esporos, quanto
pela inducdo de fitoalexinas (Lyon et al. 1995; Schwan-Estrada et al., 2000).

Estudos levados a cabo por Khan et al., (2000) na Tanzania sobre a avaliacdo da actividade
antifangica dos extractos das cascas do caule de Combretum molle contra Candida albicans,
constataram que os mesmos exibiram uma actividade significativa com CIM de 5 mg/mL.
Baba-Moussa et al. (1999) constataram que os extractos das folhas de Combretum molle
exibiram um excelente efeito antifingico contra alguns dermatéfitos, como Microsporum

gypseum e Trichophyton mentagrophytes com CIM de 0.25 mg/mL.

Cremildo Vitorino Zucula Trabalho de Licenciatura- UEM 2



Avaliacéo in vitro da actividade antifungica de extractos de plantas no controlo de fitopatdgenos

Um outro estudo realizado por Carvalho et al. (2002) citados por Gabriel & Olubunmi (2009) na
Nigéria sobre a avaliacdo in vitro da actividade antimicrobiana de extractos metanolico,
cloroférmico e aquoso das cascas de caule de Kigelia africana contra Staphylococcus aureus e
Bacillus Cereus (Gram-positivo) E.coli, Enterobacter aerogens e Klebsiella, pelo método de
difusdo em disco, mostrou que o extracto metandlico apresenta maior actividade para 0s
microrganismos testados relativamente aos outros extractos.

E neste ambito que o presente trabalho de licenciatura se propde a realizar a avaliagio in vitro da
actividade antifungica dos extractos vegetais das plantas: Combretum molle (Combretaceae),
Kigelia africana (Bignoniaceae) e Trichilia emetica (Meliaceae) sobre o desenvolvimento

micelial dos fungos, Aspergillus niger e Colletotrichum gloeosporioides.
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Il. OBJECTIVOS DO TRABALHO

2.1 Objectivo geral

» Awvaliar in vitro a actividade antifungica de extractos das plantas Kigelia africana,
Combretum molle e Trichilia emetica contra fitopatogenos.

2.2. Objectivos especificos

> ldentificar as principais classes de metabolitos secundarios presentes nos extractos das raizes,

cascas de caule de Trichilia emetica, Kigelia africana e folhas de Combretum molle.

> Realizar actividade antifingica in vitro de extractos e frac¢des das plantas em estudo, contra
os fungos Aspergillus niger e Colletotrichum gloeosporioides.

» Determinar a concentracdo inibitoria minima de extractos e fracgoes.

> Estabelecer uma correlacdo entre a actividade antifingica observada e a composi¢do
fitoquimica dos extractos e fraccoes.
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IHI.METODOLOGIA
O presente trabalho foi realizado obedecendo a seguinte sequéncia:

a) Revisdo bibliogréfica

A revisdo bibliogréfica consistiu na recolha de informagdo sobre a composicdo quimica de
Kigelia africana, Trichilia emetica e Combretum molle, métodos de extraccdo de metabdlitos
neles presentes, métodos de avaliacdo da actividade antifungica in vitro, métodos de
determinacdo de concentracdo inibitoria minima dos extractos vegetais em varias fontes tais

como: artigos cientificos, livros de produtos naturais, quimica analitica e publicacfes da internet.

b) Parte experimental

i) Colheita de amostra
A colheita de amostra foi feita na localidade de Incaia, distrito de Bilene na provincia de Gaza,
no dia 29 de Novembro de 2010. Depois foi levada para o laboratério de Produtos Naturais do
Departamento de Quimica da UEM.

i) Preparacdo da amostra
A preparacdo da amostra consistiu em lavar o material vegetal com agua corrente, depois com
agua destilada e posterior remoc¢éo das cascas (no caso da raiz).
Cortou-se o material vegetal em pequenos pedacos com ajuda de uma faca e deixou-se secar em
separado a temperatura ambiente.

iii) Preparagdo dos extractos para testes fitoquimicos e antifingicos
Os extractos foram preparados usando a maceracdo sob agitacdo constante a temperatura
ambiente.

iv) Testes qualitativos de identificacdo de metabdlitos secundarios
Para identificacdo de metabolitos secundarios, foram realizados testes colorimétricos e de
precipitacao

V) Testes antifngicos
Os testes antifungicos foram realizados usando os métodos: difusdo em disco e perfuracdo em
agar.

c) Discusséo e interpretacéo dos resultados:
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Os resultados dos testes antifungicos foram submetidos ao calculo da média e desvio padrdo. No

final estabeleceu-se a correlacéo entre a actividade antifingica dos extractos e a sua composi¢do
fitoquimica.
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IV.REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1 Descricgéo das plantas em estudo

4.1.1 Kigelia africana

Nome cientifico: Kigelia africana (Lam) Benth
Nome vernacular: Pfungura (Gaza)

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Lamiales

Familia: Bignoniaceae

Género: Kigelia

Figura 1. Frutas de Kigelia africana

4.1.2 Descrigdo taxonomica
A Kigelia africana ou Kigelia Pinnata é uma arvore grande e robusta com ramos tortos que pode

atingir mais de 20 metros de altura quando adulta e 1 metro de largura, com um tronco grosso e
arredondado cascas cinzentas e lisas. As flores sdo muito atractivas, mas tém um cheiro

desagradavel de cor castanha avermelhada e enrugadas.

As folhas sdo duras e opostas, com 3 ou 4 pares de foliolos inteiros, possuem cerca de 20 cm de
comprimento e 6 cm de largura. As frutas sdo enormes de forma cilindrica, podem atingir cerca
de 30-100 cm de comprimento e 18 cm de didmetro, pesam entre 5 — 10 kg e contém 9.000-
10.000 sementes por kg (Owolabi et al., 2007; Gabriel & Olubunmi, 2009; Rgnne & Joker,
2005).

E muito comum nas savanas africanas, principalmente na Africa do Sul, Malawi, Zimbabwe,

Mogambique, Senegal, Botswana, Eritreia, Tchad e Namibia. Também é amplamente cultivada
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como planta ornamental nas regides tropicais como Cabo Verde, Madagascar, Iraque, Paquistéo,
india, China, Asia, Australia, Hawaii, na regifo sul da Nigéria e nas regides central e sul da
América (Renne et al., 2005; Mujanje, 2007; Azu et al., 2011).

4.1.3 Composicao fitoquimica
Pesquisas feitas sobre a planta em estudo destacam a presenca de numerosos metabolitos,
nomeadamente carbohidratos, irriddides, flavondides, naftoquinonas, compostos volateis,
saponinas, terpenoides, isocumarinas, acidos gordos, glicosidos, lignanas, esterdides e derivados
de cumarinas (Saini et al., 2009; Azu et al., 2010; Olantunji & Olubunmi, 2009;Dada et al.,
2010).

4.1.4 Compostos quimicos isolados da Kigelia africana
Picerno et al.( 2005) e Akunyili et al. (1993) citados por Olatunji et al., (2009), levaram a cabo o

estudo fitoquimico da planta Kigelia africana que resultou no isolamento de esterdides
(stigmasterol e p-sitosterol), Lignanas (balanofonina), irridoides (capatol e seus derivados
specidsido, vermindsido e minec6sido) e naftoquinonas.

OH

HO @)
OH COOH

o /

OH @]
luteolina acido cumarico

Figura 2. Alguns exemplos de compostos quimicos isolados da Kigelia africana
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Figura 3. Alguns exemplos de compostos isolados de Kigelia africana
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Figura 4. Alguns exemplos de compostos quimicos isolados da Kigelia africana

4.1.5 Usos de Kigelia africana
Esta planta é usada na construcdo civil, carpintaria no fabrico de armarios, gavetas e na

construcdo de instrumentos musicais. E usada como planta de ornamentacéo, devido a beleza da
sua floracdo. Em Mocambique os médicos tradicionais usam o tronco para fins cerimoniais. No

vale do Zambeze, as frutas sdo aplicadas na preparacao de cosméticos (Mujanje, 2007)

4.1.6 Actividade antifungica de Kigelia africana
Saini et al. (2009), levaram a cabo um estudo de actividade bioldgica do extracto metandlico das

cascas do caule de Kigelia africana contra os microrganismos Staphylococus aureus,Bacillus
subtilis, Corynebacterium diphtheriae, Aspergillus niger, Aspergillus flavus, Candida albicans e
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pullularia pullularis (Aureobasidium sp.), tendo exibido actividade frente aos patogenos

testados.

Os mesmos autores realizaram estudo in vitro da actividade bioldgica do extracto aquoso das
cascas do caule frente a Bacillus subtilis, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococus aureus e Candida albicans que resultou na inibicdo do crescimento dos

microrganismos.

4.2 Combretum molle

— opTpicals, &0t x Nome cientifico: Combretum molle
R

Nome vernacular: Xicucutsi

Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Myrtales
Familia: Combretaceae

Género: Combretum

Figura 5. Folhas de Combretum molle

4.2.1 Descrigdo taxonomica
Combretum molle é uma planta perene, grande e robusta com ramos muitos tortos,

desorganizados. Possui tiras fibrosas e pode atingir mais de 20 metros de altura quando adulta e
um metro de largura, com um tronco grosso arredondado com cascas pretas-acinzentadas e lisas.
As folhas sdo estreitamente elipticas, normalmente com cerca de 60-100 mm de comprimento e
40- 60 mm de largura. As flores sdo amarelas-esverdeadas, atractivas, de cheiro desagradavel. As
frutas tém a forma de asas e possuem geralmente 15-20 mm de comprimento e 15-20 mm de
largura; quando secas apresentam a cor marrom-avermelhado (Orwa et al., 2009; Ojewole,
2008).
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4.2.2 Ocorréncia
E comum nas florestas abertas e savanas e com larga distribuicdo na Africa Austral, Tropical e

na Arabia. Também ocorre em Botswana, Republica Centro Africana, Republica Democrética de
Congo, Djibuti, Eritreia, Etiopia, Gabao, Quénia, Lesotho, Namibia, Senegal, Somalia, Africa do

Sul, Sudéo, Suazilandia, Tanzénia, Uganda, Zambia, sul da Arabia Saudita, Nigéria e lémen.

Em Mocambique € distribuida em quase todo o territério mas com maior predominéncia nas
provincias de Maputo, Gaza, Zambézia, Nampula e Tete (Mavie, 2007; Orwa et al., 2009).

4.2.3 Composicao fitoquimica
A triagem fitoquimica feita em diferentes partes da planta revelou a presenca de varios
metabdlitos tais como alcaldides, esterdides, saponinas, carbohidratos, flavondides, taninos,

acidos esteroidais e glicosideos cardiacos (Simon et al., 2008).

4.2.4 Compostos quimicos isolados de Combretum molle
Estudo fitoquimico levado a cabo por Ponou et al., (2008), culminou com o isolamento de

triterpenos do tipo lanosterol, designados combreteno-A e combreteno-B, Arjunglucésido I,

Arjungenino e Combreglucosido além de glucésido do &cido mdlico.

As figuras 6 e 7 mostram alguns compostos isolados da planta Combretum molle.

Combreglucdsido

Arjungenino

Figura 6. Alguns exemplos de compostos quimicos isolados de Combretum molle
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Figura 7. Alguns exemplos de compostos quimicos isolados de Combretum molle

4.2.5 Actividade antifungica da familia Combretaceae
Masoko et al., (2007) levaram a cabo um estudo sobre avaliacdo da actividade antifingica dos

extractos de combretum terminalia contra os patdgenos Candida albicans, e Aspergillus
fumigatus e determinaram a concentra¢do inibitéria minima (CIM). Neste estudo concluiram que
0s extractos apresentam actividade antifingica e que a concentracdo inibitéria minima é 0.02 e
0.08 mg/mL respectivamente.

Num outro estudo realizado in vitro por Kiyinlma et al., (2010) na Costa de Marfim com
extractos de Terminalia ivorensis e Terminalia superba (Combretaceae) frente a Aspergillus

fumigatus, mostraram-se activos contra 0 microrganismo testado.
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4.3. Trichilia emetica

Nome cientifico: Trichilia emetica
Nome vernacular:Mafura (Portugués)
Reino: Plantae

Divisdo: Angiosperma

Classe: Euricots

Ordem: Rosids

Familia: Meliaceae

Género: Trichilia

Figura 8. Frutas de Trichilia emetica

4.3.1 Descricdo taxonémica
Trichilia emetica € uma arvore perene e oleaginosa, muito ramificada que atinge geralmente 20-

35m de altura, constituida por tronco inchado na base, as vezes tornando-se canelado com a

idade, caule lenhoso e raiz aprumada.

As folhas sdo compridas, chegando a atingir 50 cm de comprimento, compostas de forma
desigual com 3-5 pares de foliolos de cor verde-escuro e brilhantes na parte superior. Séo
cobertas com cabelos curtos castanhos na parte inferior, margens inteiras, com veias

proeminentes na superficie inferior.

Os frutos sdo arredondados, peludos e vermelhos para castanhos, com trés capsulas de valvula.
Estas capsulas, dividem-se em trés ou quatro partes que possuem 3-6 sementes pretas brilhantes
de 18 mm de comprimento e 8 mm de largura cada uma. A frutificagdo ocorre principalmente

entre Janeiro e Maio (Komane et al., 2011).
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4.3.2 Ocorréncia
Esta planta é amplamente distribuida em toda a Africa sub-sahariana, do Senegal até o Mar

Vermelho, ao longo da Africa Oriental e Central, Congo, na regido sul da Africa do sul,
Zimbabwe, na regido norte dos Camardes, Suddo, Uganda, na zona leste da Eritreia e Malawi.
Também ocorre preferencialmente em areas com alta pluviosidade e é abundante ao longo das

areas costeiras.

Em Mocambique, a Trichilia emetica encontra-se distribuida em quase todas as provincias do
pais, com excepcao da provincia do Niassa, sendo que maioritariamente encontra-se na regiao
sul, no distrito de Zavala na provincia de Inhambane (Faiela, 2007; Komane et al., 2011; Msanga
& Maghembe, 1993).

4.3.3 Composicao fitoquimica
O estudo fitoquimico feito em diferentes partes da planta, revelou a presenca de terpenos,

flavonoides, cumarinas, lignanas, limondides e taninos (Faiela, 2007).
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4.3.4 Compostos quimicos isolados
A figura 9 mostra alguns limondides isolados da planta Trichilia emetica.

Trichilin A Trichilin B

H ?:O
O HO OCH,CH,
Trichilin E Trichilia substance Tr-A

HO

2
OCH;

Trichilia substance Tr-B Trichilia substance Tr-C
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Figura 9. Alguns compostos quimicos isolados de Trichilia emetica.

Cremildo Vitorino Zucula Trabalho de Licenciatura- UEM 17



Avaliacéo in vitro da actividade antifungica de extractos de plantas no controlo de fitopatdgenos

4.3.5 Usos de Trichilia emetica
O caule é usado para esculpir ornamentos, mobilia e instrumentos domésticos. Na Africa do Sul

usa-se a madeira para o fabrico de instrumento musical tradicional chamado mbila. O leite
extraido da améndoa é usado na indastria para o fabrico de sabdo. Os seus frutos séo
comestiveis. A madeira proveniente do tronco serve para fazer embarcacdes, postes e, também é

usado como lenha (Komane et al., 2011; Faiela, 2007).

4.3.6 Actividade antifungica da familia Meliaceae
As espécies da familia Meliaceace sdo ricas em limonoides, metabolitos com uma actividade

antibacteriana, insecticida e antifingica.

Govindachari et al. (1998) levaram a cabo um estudo sobre a actividade antifingica de
terpendides constituintes do 6leo de Azadirachta indica A. Juss, e observaram que a azadiractina
ndo inibiu o crescimento dos trés fungos fitopatogénicos sendo eles Drechslera oryzae (Breda de
Haan) subran & Jain, Fusarium Oxyspotum e Alternaria tenuis (Nees) poréem a salanina,
nimbina, epoxiazadiradiona, deacetilnimbina e azadiradiona, apresentaram diferentes niveis de
controlo. Esses cinco terpendides foram eficazes no controlo de fungos e apresentaram maior

accdo quando em mistura do que quando testados isoladamente.

Um outro estudo levado a cabo por Carpinella et al. (1999) citados por Aradjo et al. (2009) sobre
actividade antifingica dos extractos das frutas maduras da Melia Azedarach L. contra
Aspergillus flavus, Fusarium moniliforme, Microsporum canis e Candida albicans, tendo exibido

accédo fungica contra os microrganismos testados.

4.4 Caracteristicas gerais dos fungos
Muitas vezes os fungos foram comparados a vegetais, no entanto, sdo organismos que nao

possuem clorofila nas suas células e, portanto, ndo realizam fotossintese. Todos os fungos sao
eucarioticos e podem ser unicelulares (leveduras, quitridias) ou multicelulares. Normalmente
possuem dois nucleos em suas células os quais podem ser visualizados pelo microscopio éptico
empregando-se técnicas de coloragédo apropriadas.

As células fangicas agrupam-se em filamentos, podendo ou ndo apresentar septos entre elas
porém, mesmo quando presentes, as fungdes metabdlicas ocorrem sem impedimentos entre as

células. Esses filamentos celulares sdo denominados hifas e o agrupamento intenso de hifas
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constitui os micélios (Figuras 10 e 11). E importante salientar que micélios fungicos nunca
constituem tecidos (Silva & Coelho, 2006).

Figura 11. Morango mofado. llustragdo da formag&o do micélio.

Quanto ao crescimento das hifas é apical, porém, existem algumas regibes com extrema
capacidade de crescimento, principalmente aquelas relacionadas as fungdes reprodutivas. Um
diminuto fragmento de hifa pode originar um novo individuo. As hifas interagem entre si mesmo
quando originadas de micélios ou esporos diferentes e com isso, aumentam a superficie e
relacbes que estabelecem com o ambiente.

As celulas dos fungos ndo possuem plastidios e nem centriolo. As mitocéndrias sdo constituidas
por cristas planas. Também estdo presentes a estrutura de Golgi e 0s peroxissomos. Possuem
parede celular constituida principalmente por quitina e B-glucanos. A membrana celular é

constituida por ergosterol, um esterol caracteristico de fungos, também presente em algumas
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microalgas. Flagelos podem estar presentes somente nas estruturas de reproducdo em alguns
grupos (Silva & Coelho, 2006).

S&o organismos heterotréficos que obtém nutrientes por absorcéo, ou seja, langam enzimas aos
substratos onde colonizam e absorvem os nutrientes através da parede e membrana celular. Nas
células dos fungos existe um fluxo citoplasmatico o qual permite a difusdo de nutrientes soluveis
favorecendo o metabolismo entre as células. Exibem reproducdo sexuada e/ou assexuada de
diversas formas, bem como o fendmeno de parassexualidade, que consiste na recombinaccao
genética na mitose. As estruturas de reproducdo sao diferentes daquelas somaticas, exibindo uma

variedade de formas, as quais sdo utilizadas na classificaccdo dos fungos (Silva & Coelho, 2006).

4.4.1 Aspergillus niger
Aspergillus é um género anamorfico, com reproducdo pela producdo de fialosporos (conidio

produzido nas fialides). As espécies de Aspergillus formam colénias filamentosas de diferentes
caracteristicas que microscopicamente apresentam hifas septadas de aproximadamente 4mm de
diametro, e estruturas de frutificacdo tipica formada por célula-pé, conidioforo, vesicula, métula
e/ou fialide que promovem a reproducdo assexuada do fungo atraves da producdo de
fialoconidios.

O conididforo é constituido pela cabeca conidial e pelo estipe. O estipe geralmente apresenta a
forma de T ou L no ponto de conexdo com a hifa vegetativa, essa por¢cdo é conhecida como
célula basal, porém ndo é uma célula separada. As espécies deste género sdo caracterizadas por
apresentarem rapido crescimento de colonias, atingindo de dois a nove centimetros de diametro

apos quatro dias em meios de cultura (Xavier et al., 2008).

Aspergillus niger é um fungo filamentoso comumente denominado como mofo negro. Pertence a
ordem Eurotiales, suas col6nias apresentam-se nas cores brancas e amarelo péalido, mas
rapidamente formam milhares de esporos. Este microrganismo é causador da aspergilose, mofo
preto em algumas frutas e vegetais, como uvas, cebolas e amendoim e é um contaminante

comum de alimentos.

4.4.2 Colletotrichum gloeosporioides
Segundo Agrios (1997) citado por Comé (2009), Colletotrichum gloeosporioides ¢ um fungo

fitopatogénico pertencente a classe dos fungos imperfeitos (Deuteromicetes) com micélio

septado e bem desenvolvido. Os esporos da antracnose sdo reproduzidos em conidiéforos
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denominados conidiosporos ou conidios. Pertence a subclasse Coelomicetidae que produz
conidios no interior de picnidios ou acervulos e ordem Melanconiales, cujos conidios sdo

produzidos no interior de &cervulos.

De acordo com Mole et al., (1999) citado por Comé (2009), o fungo da antracnose produz dois
tipos de material de propagacdo: ascosporos (sexuados) e conidios (assexuados) (FIGURA 12) e,
pode ser isolado da natureza e cultivado com sucesso em meios artificiais tais como PDA, ODA
e OYA. A producdo de esporos pode ocorrer dentro de 7 dias a 28° C sob iluminacdo constante e
germinam a temperatura média de 0°C e humidade relativa de 95% durante pelo menos 10 a 12

horas.

Figura 12. Conidios de fungo Colletotrichum gloeosporioides (Penz) observados

no microscopio éptico composto a ampliacdo de 40X

4.5 Controlo de doencas de plantas

45.1 Doencas de plantas
Gaumann (1946) citado por Agrios (2005), define doenca de planta, como um processo

dindmico, no qual hospedeiro e patdégeno, em intima relacdio com o ambiente, se influenciam

mutuamente, do que resultam modificacdes morfoldgicas e fisioldgicas.

As doencas estdo entre os principais factores causadores da reducdo a producdo em uma lavoura,
sejam elas causadas por fungos, bactérias, virus ou nematoides. Dentre estes patdgenos que

ocorrem sobre as espécies de plantas de expressdo econdémica na agricultura, os fungos tém
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assumido uma importancia crescente, quer pela gravidade das enfermidades que incitam nas
culturas, ou pela facilidade com que se disseminam ou ainda pelas dificuldades encontradas no
controlo das enfermidades por elas causadas (Romeiro et al., 2005; Silva, 2007).

Vaérios tipos de patdgenos afectam diversas culturas causando doencas e acarretando perdas
significativas na producdo. Entre estes, destacam-se o Aspergillus niger, agente causal do mofo
preto para vegetais e Colletotrichum gloeosporioides, agente causal da antracnose.

Para a reducé@o na severidade de doencas e obtencdo da produtividade esperada, recomenda-se
manejo integrado da cultura, utilizando varias medidas de controlo que incluem o uso de culturas
resistentes ou tolerantes, rotacdo de culturas e sementes certificadas, aracdo profunda para
incorporacdo de restos de culturas infectados, boa preparacdo e fertilidade do solo, época de

sementeira e boa irrigacdo bem como o uso de fungicidas sintéticos.

4.5.2 Controlo quimico de doencas de plantas
O controlo quimico de doencas de plantas é feito através de varios tipos de produtos,

comumente denominados agroquimicos, incluindo fertilizantes e pesticidas. Fertilizantes, quando
utilizados no controlo de doencas fisiogénicas (aquelas devidas a desequilibrios nutricionais),
como deficiéncia de boro em cruciferas ou podriddo estilar do tomateiro, actuam pelo principio
da regulacdo; quando utilizados no controlo de doencgas infecciosas, podem envolver o principio
da regulacdo, como no caso da diminui¢do do pH para o controlo da sarna da batata.

Os pesticidas utilizados no controlo de doencas incluem: insecticidas e acaricidas, para controlar
insectos e acaros vectores de patdgenos; fungicidas, bactericidas e nematicidas, para controlo dos
fungos, bactérias e nematoides fitopatoldgicos; e herbicidas, para controlar plantas hospedeiras
alternativas de patdgenos que afectam culturas especificas.

O emprego de pesticidas no controlo de doencas envolve, pelo menos, um principio de controlo.
Insecticidas e acaricidas actuam predominantemente pelo principio da exclusdo, prevenindo a
disseminacdo dos patogenos, geralmente virus, pela eliminacdo ou diminuicdo dos vectores;
herbicidas actuam pela erradicagdo do patdgeno junto com o hospedeiro, diminuindo a
sobrevivéncia e a probabilidade de disseminagdo. Os insecticidas, acaricidas e herbicidas, ndo
tendo accdo directa sobre os agentes infecciosos mais importantes (fungos, bactérias, virus e

nematoides), ndo sdo muito utilizados no controlo de doencas.
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4.5.3 Extractos vegetais no controlo de doencas de plantas
O uso de produtos derivados da industria quimica no controlo de doencgas na agricultura

moderna tem sido alvo de constantes questionamentos pela sociedade. I1sso ocorre principalmente
em funcdo dos efeitos adversos causados por estes e expressos através do surgimento de
resisténcia de patdgenos a principios activos. A intensificacdo do uso do controlo de
fitopatdgenos a base de produtos quimicos, provoca sérias perturbacdes no ecossistema e no
agroecossistema. Dentre os principais efeitos adversos desta interaccdo, destaca-se 0s riscos de
contaminacdo do homem e do meio ambiente e 0 surgimento de individuos resistentes. Na
agricultura o numero elevado de pulverizagdes com agroquimicos tem como finalidade reduzir
e/ou controlar os indices de infeccdo no campo gerando uma colheita de qualidade com elevados
indices de produtividade. No entanto, o uso indiscriminado de fungicidas para o controlo de
doencas traz um completo desequilibrio do sistema de producdo convencional (Bettiol &
Morandi, 2009; Dixon, 2001).

Na busca de alternativas menos agressivas para o controlo de doencas de plantas, o uso de
extractos vegetais apresenta-se como pratica promissora, uma vez que apresentam na sua
composicao, substancias com propriedades antimicrobianas. Essas substancias possuem a
vantagem de serem geralmente menos prejudiciais a0 homem e ao meio ambiente, de menores
custos, facilmente disponiveis aos agricultores nas zonas rurais e, em alguns casos, podem
inclusive superar os produtos sintéticos na sua accao antimicrobiana (Venturoso et al., 2011).
Esses compostos pertencem a varias classes distintas de substancias quimicas, como alcaldides,
terpenos, lignanas, flavondides, cumarinas, quinonas, xantonas, lactonas e esteroides, entre
outras (Lyon et al. 1995; Schwan-Estrada et al., 2000).

Camatti-Sartori et al., (2011) avaliaram os extractos acéticos e etanolicos de alecrim, cavalinha,
gengibre, alho, camomila, louro, manjericdo, menta e eucalipto sobre o desenvolvimento de
fitopatdégenos Fusarium sp. e Botrytis sp. Desse estudo, observaram que o extracto etandélico de
camomila inibiu em 52% o crescimento micelial de Fusarium sp. O fungo Botrytis sp. foi inibido
com os extractos acéticos de alecrim, eucalipto e menta.

Resende et al., (2007) utilizando extractos elaborados a partir de ramos de lobeira (Solanum
grandiflorum R. P.) infectados por Crinipelis perniciosa observaram a capacidade dos extractos
em induzir respostas de defesa em mudas de cacaueiro (Theobroma cacao L.) contra 0 mesmo

patogeno. Carvalho et al., (2006) utilizando extracto aquoso das cascas de barbatiméao
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(Stryphnodendron barbatiman L.) observaram uma reducdo significativa na incidéncia da
fusariose (Fusarium gutiforme) em abacaxizeiro (Ananas comosus L.), com aplicacdo do
extracto em substituicdo dos fungicidas durante o periodo de abertura das flores. Actualmente, a
busca por substancias biologicamente activas a partir de extractos vegetais com reconhecida
actividade antibacteriana ou antifingica norteia as pesquisas actuais. Em 1971, os pesquisadores
Whittaker e Fenny destacaram que uma das principais funcdes das substancias que compdem 0s
extractos vegetais (metabdlitos secundarios) é fornecer proteccdo as plantas contra o ataque de
fitopatogenos. Para Schwan-Estrada e Stangarlin (2003) a riqueza das plantas medicinais que
possuem principios activos com actividade antimicrobiana esta na capacidade de utilizacao
destas fontes no controlo de fitopatdgenos, tanto pela actividade antimicrobiana quanto pela

promocao de respostas de defesa em plantas a fitopatdgenos.

4.5.4 Resisténcia induzida em plantas a patdégenos
As plantas sdo continuamente expostas a um grande nimero de patdégenos como resultado,

apresentam um complexo mecanismo de defesa para reconhecer e se proteger, através do
desenvolvimento de barreiras, como mecanismos de defesa pré e pds formados que restringem a
infeccdo e/ou colonizagdo. Em ambas as categorias, os factores envolvidos na resisténcia podem
ser subdivididos em estruturais ou bioquimicos. Os estruturais actuam como barreiras fisicas,
enquanto os bioquimicos actuam através da producdo de substancias toxicas ou repelentes ao

patégeno ou criando condicBes adversas ao estabelecimento deste na planta (David et al., 2010).

Os mecanismos pré-formados que exibem actividade antimicrobiana estdo envolvidos na
resisténcia das plantas contra fitopatdgenos. Geralmente, essas substancias estdo presentes em
altas concentragdes nos tecidos sadios da planta e, em alguns casos, como resultado da infecgéo,
podem ser convertidas em substancias altamente toxicas. Dentre as substancias pré-formadas,
cuja natureza quimica pode envolver, por exemplo, fenois, alcaldides, lactonas, terpendides e até
mesmo, proteinas pode-se citar acido clorogénico, acido protocatecoico e catecol, a-tomatina,
avenacinas, tuliposideos, glicosideos fenolicos, glicosideos cianogenicos, R-1,3-glucanases e
quitinases (Nicholson & Hammerrschmidt, 1992). Por outro lado, os mecanismos de defesa pos-
formados sdo mais eficientes na proteccdo da planta, podendo permanecer inactivos ou latentes,

sendo apenas activados ap6s a chegada do patogeno.
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Os mecanismos bioquimicos pds-formados podem englobar o acumulo de fitoalexinas, proteinas
protectoras relacionadas com a patogénese, subdivididas em diversos grupos (p-1,3-glucanases,
quitinases, peroxidases, etc) e espécies reactivas de oxigenio. Esses mecanismos actuam na
planta no sentido de evitar ou retardar a entrada de um microrganismo no interior da mesma,
bem como criar condi¢cdes adversas para a colonizacdo dos tecidos vegetais pelo patdgeno
(Paxton, 1981).

Alguns mecanismos de resisténcia latente na planta podem ser activados através do tratamento
da planta com agentes bidticos e abidticos que causam a inducdo de resisténcia. A inducdo de
resisténcia pode ser local, quando apenas o tecido da planta com o indutor apresenta indugéo de
resisténcia, ou sistémica, quando a inducdo de resisténcia se manifesta a distancia do local onde

foi aplicado o indutor (Berger et al., 2011).

4.6 Principais classes de metabolitos secundarios com actividade antifangica
As principais classes de metabolitos secundarios com acc¢do antifungica e antimicrobiana séo os

taninos, os flavondides, principalmente os isoflavonoéides, os terpenos, as Lignanas, os esterdides

e alguns derivados fendlicos.

4.6.1 Flavondides
Os flavonéides compdem uma ampla classe de substancias de origem natural, cuja sintese ndo

ocorre na espécie humana. Entretanto, tais compostos possuem uma série de propriedades
farmacoldgicas que os fazem actuar sobre sistemas bioldgicos. Estruturalmente, os flavondides
constituem substancias aromaticas com 15 atomos de carbono (C15) no seu esqueleto basico,
sendo compostos fenodlicos, que possuem nessa estrutura anéis aromaticos C6-C3-C6. O
esqueleto C15 dos flavondides é biogeneticamente derivado do fenilpropano (C6-C3) e trés
unidades de acetato (C6) (FIGURA 13)(Yokozawa et al., 1997 ).
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5 4
Figura 13.Esqueleto basico dos flavondides

O grupo dos flavonodides é o mais diversificado em termos estruturais e subdivide-se em diversas
classes tais como as antocianidinas, flavonas, chalconas, flavanonas, flavonois, dihidroflavonois,
flavan-4-ois, flavan-3,4-diois, flavan-3-ois, isoflavonas e proantocianidinas.

A accdo antimicrobiana dos flavondides, provavelmente esta relacionada a capacidade de
complexar proteinas extracelulares e sollveis, bem como estruturas da parede celular.
Flavondides mais lipofilicos podem actuar provocando o rompimento de membranas

microbianas.

As actividades bioquimicas dos flavonoides e de seus metabolitos dependem da sua estrutura
quimica e, podem variar com substituicdes incluindo hidrogenacdo, hidroxilacdes, metilaces,
malonilagdes, sulfatacBes e glicosilagdes. Flavondides e isoflavon6ides ocorrem comumente
como ésteres, éteres ou derivados glicosidicos ou ainda uma mistura deles (Machado et al.,
2008)

4.6.2 Taninos
Taninos sdo compostos fendlicos solGveis em agua, com alto peso molecular, que contém grupos

hidroxilos, fendlico, capazes de complexar e precipitar proteinas em solucdes aquosas.

Os taninos podem ser classificados como hidrolisaveis e ndo hidrolisaveis ou condensados. Os
taninos hidrolisaveis por hidrélise acida libertam acidos fenolicos: gélico, caféico, elagico e um
acucar. Esses acidos fenolicos, assim como os demais compostos fendlicos existentes em
diversos vegetais, apresentam actividade antioxidante, a qual é considerada uma importante

funcéo fisioldgica (Carvalho, 2007).
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4.6.2.1 Taninos hidrolisaveis
Os taninos hidrolisaveis sdo, como o nome indica, passiveis de serem degradados por hidrolise

quimica ou enzimatica nas varias unidades estruturais que os compdem. Sdo constituidos por
uma parte polialcoolica (normalmente a glucose, mas também o acido quinico, outros fendis e
outros glicdsidos) e por uma parte fendlica (e.g. o acido gélico) ligada através de uma ligacéo
éster (Queiroz et al. 2002).

Os taninos hidrolisaveis podem ser divididos em taninos galicos (galotaninos), em que a parte
fenolica é o &cido galico, e taninos elagicos (elagitaninos), em que a parte fendlica é o acido
hexahidroxidifénico (que apds a hidrdlise origina acido elagico). A pentagaloilglucose (PGG) e a
vescalagina sd@o exemplos de taninos galicos e elagicos, respectivamente (Carvalho, 2007).

A figura 14 mostra a estrutura dos taninos hidrolisaveis (taninos galicos A e taninos elagicos B).

B OH OH
A OH HO OHHO OH
. <
a OH
(o] OH o (o) lo) (o]

HO o o
OH
OH
HO OH
OH HO OH
R1=0H R2=H -------- Vescalagina

Rl1=H R2=0H -—--- Castalagina

Figura 14. Estruturas de taninos hidrolisaveis: A) taninos galicos (pentagaloilglucose), B)

taninos elagicos (vescalagina e castalagina).

4.6.2.2 Taninos condensados (proantocianidinas)
Os taninos condensados sdo polimeros constituidos por duas ou mais unidades de flavan-3-ol

(Figura 15). Quando aquecidos em meio acido estes compostos originam antocianidinas (reaccao

de Bate-Smith), dai que também sejam conhecidos por proantocianidinas (Carvalho, 2007).
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Figura 15. Estrutura fundamental dos principais flavon-3-ois (flavonoides) presentes na natureza

O mecanismo de ac¢do antimicrobiana dos taninos explica-se por trés hipoteses: 1) pressupde-se
que os taninos inibem enzimas bacterianas e flngicas e/ou se complexam com o0s substratos
dessas enzimas; 2) inclui a ac¢éo dos taninos sobre as membranas celulares dos microrganismos,
modificando o seu metabolismo; 3) fundamenta-se na complexacdo dos taninos com ides
metélicos, diminuindo a disponibilidade daqueles que sdo essenciais para o metabolismo
microbiano. Diversos substratos ricos em taninos conseguem inibir o desenvolvimento dos
fungos pertencentes aos géneros Aspergillus, Botrytis, Penicillium e Trichoderma. Esta
interaccdo é influenciada pela estrutura dos polifendis e das proteinas, pela concentracéo relativa
de ambos e pelas condi¢des do meio (Carvalho, 2007).

Compostos fenolicos apresentam acgdo sobre os microrganismos provocando a privagdo do
substrato e a ruptura da membrana plasmatica. Acidos fenolicos, como o &cido cinamico tém

acgdo antibacteriana, porém, o mecanismo exacto é desconhecido.

4.7 Terpenos/Esterdides
Os terpenos formam uma diversificada familia de substancias naturais, com funcdes

diferenciadas nos vegetais. Ocorrem naturalmente em plantas e sdo compostos por &tomos de
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carbono, hidrogénio e oxigénio, porem ndo apresentam aromaticidade. Os terpenos sdo
compostos que apresentam estruturas que derivam de unidades isoprénicas e, dependendo do
nimero em que essas unidades se repetem, podem ser classificados em monoterpenos(2
unidads), sesquiterpenos (3 unidades), diterpenos (4 unidades) e triterpenos (6 unidades), sendo

os dois primeiros encontrados principalmente em 6leos essenciais (Prado, 2007).

/ / Isopreno

4.8 Limonoides
Os limondides sdo compostos pentaciclicos constituidos por trés anéis ciclohexano e um anel

furano ligado ao carbono 17 e os diferentes anéis podem sofrer alteracdes na estrutura bésica e
resultar em diferentes tipos de limonoides. Sdo compostos incolores, cristalinos e tém pontos de
fusdo elevados. S@o substancias opticamente activas e dificeis de caracterizacdo devido sua
pouca reactividade (Faiela, 2007)

Os limondides sdo tetranotriterpendides e talvez os maiores representantes da classe dos terpenos
como substéncias insecticidas. Os limondides sdo também conhecidos como meliacinas, devido
ao seu sabor amargo, ocorrem principalmente nas plantas das familias Meliaceae, Rutaceae e
Cneoraceae (Aradujo et al., 2009)

Os limonoides sdo agrupados de acordo com o tipo de anel que apresentam no carbono 17 e

modificacdo que sofrem dentro da estrutura dos seus anéis.

Grupo |. Quando a estrutura basica do limonoide apresentar no C17 um anel ciclo-THF e

pirano, designa-se protolimondide: A-melianotriol e B: bourjotionolone (Figura 16)

N

Ho v’

Melianotriol Bourjotinolone

Figura 16. Limonoides do grupo I.
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b) Grupo Il. Quando a estrutura basica do limonoide apresenta no C17 um anel furano e sem

alteracdo na estrutura dos quatro aneis, designa-se apo-eufol: azadirona (C) e 14-
epoxiazadiradiona (D) (Figura 17).

Azadirona 14- epoxnaza!iradiona

Figura 17. Limondides do grupo 1l

C) Grupo Ill. Quando o esqueleto carbonico do limonoide apresenta alteraces no anel D
(oxidado no anel D), designa-se seco D: 7-deacetilgedunina (E) (Figura 18)

7-Deacetilgedunina

Figura 18 Limonoides do grupo I11

d) Grupo IV e V. Quando o esqueleto carbonico do limondide apresenta alteracdes no anel D e B
(oxidado no anel D e B), designam-se secos D e B: metil angolensate (F) (Figura 19)

COOCH 3

Angolensate de metil

Figura 19. Limonoides do grupo V
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e) Grupo VI. Quando o esqueleto carbonico do limondide apresenta alteracbes no anel A

(oxidado no anel A), designa-se seco A: tecleanina (G) e evadulona (H)

Evadulona

Tecleanina

Figura 20. Limonoides do grupo VI
Grupo VII. Quando o esqueleto carbonico do limonoide apresenta alteracfes nos aneis A e B
(oxidado no anel A e B), designam-se secos A e B: acetatopreurianina (I) (Figura 18)

|

HCOO

Lo ]

Acetatopreurianina

Figura 21. Limonoides do grupo VII
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V. TECNICAS E METODOS DE ANALISE DE PLANTAS

No estudo fitoquimico das plantas sdo usadas as seguintes operacOes: extraccdo, separacao,

isolamento e identificacdo dos metabolitos.

5.1 Extraccéo
A extraccdo € uma técnica usada para separar um componente de uma mistura por meio de um

solvente ou mistura de solventes.

Esta técnica é bastante usada para separar substancias de solucdes ou suspensdes liquidas,
extrac¢do liquido-liquido; ou para separar uma substancia de um sélido por meio de um solvente,

extrac¢do solido-liquido.

A extracgdo liquido-liquido consiste na agitacdo de duas solugbes imisciveis, num funil de
separac¢do, deixando em repouso durante algum tempo até que haja separa¢do nitida entre as duas
camadas. Os diferentes solutos presentes distribuem-se entre as fases de acordo com as suas
solubilidades relativas (Mavie, 2007).

5.2 Métodos de extraccao
Os processos mais utilizados sdo os seguintes: maceracdo, infusdo, decoccdo, soxhlet e

percolacao.

5.2.1 Extraccdo por maceragao
E 0 nome dado a uma operacéo fisica que consiste em retirar ou extrair de um sélido, certas

substancias que sdo denominadas de principios activos. Esses principios activos podem ser
posteriormente utilizados com certas finalidades, quer farmacoldgicas, quer preventivas, quer

quimicas, etc.

A Maceracdo é normalmente feita, moendo previamente o material vegetal; posteriormente
deixa-se a droga vegetal em simples contacto com o liquido extractor (solvente de extraccdo
recomendado), por um periodo determinado. O tempo de contacto da amostra bruta com o
solvente varia de horas, semanas, ou mesmo meses COm Ou Sem agitacdo, a temperatura

ambiente.
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5.2.2 Extraccdo por infuséo
A extraccdo da-se pela permanéncia, durante certo tempo do material vegetal em &gua fervente,

num recipiente tapado. E aplicavel a partes de vegetais de estrutura mole, que devem ser cortadas

para que possam ser facilmente penetradas pelo solvente durante um certo tempo.

5.2.3 Extraccéo por decocgao

E uma técnica para anélise quimica, que consiste em manter o material vegetal previamente
moido em contacto durante certo tempo com um solvente adequado em ebulicdo, num intervalo

de tempo.

5.2.4 Extraccéo por soxhlet
A extraccdo por Soxhlet consiste num processo de extraccdo exaustiva de um solido (amostra)

previamente moido por meio de um liquido: faz-se um refluxo continuo durante um certo tempo
até a descoloracdo completa do material em extrac¢do contido no interior de um cartucho de

material poroso.

5.2.5 Extraccdo por percolacdo
Sem davida nenhuma é o processo que, pela dinamica e artificios possiveis, permite uma maior

extraccdo, uma extraccdo eficiente. A passagem do liquido extractor através da droga moida, em
aparelhos conhecidos por percoladores, com o controlo do fluxo e variagdo da mistura dos

solventes extractores, optimiza o processo (Anénimo, 2010).

5.3 Métodos cromatogréaficos
De acordo com Sherma (2004) e Peres (2002), a cromatografia € fundamentalmente um método

fisico-quimico de separacdo dos componentes de uma mistura, realizada através da distribuicédo
destes componentes entre duas fases imisciveis, a fase mével e a fase estacionaria, que estdo em
contacto intimo e baseia-se nas diferentes velocidades de deslocamento das moléculas através de
um meio poroso (fase estacionaria), quando arrastadas por um eluente (liquido ou gasoso) em
movimento (fase mdvel). A cromatografia pode ser usada quer como método analitico no qual se
determina o nimero e natureza dos componentes de uma mistura sem proceder ao seu
isolamento, quer como um método preparativo em que se procede ao isolamento dos

componentes de uma mistura.
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A separacdo cromatografica esta relacionada com o fendmeno de adsorcdo (aderéncia de
particulas, moléculas ou ides) a fase estacionaria, que pode ser um po6 de celulose, silica gel
(especialmente para compostos menos polares), alumina, etc. A cromatografia é uma ferramenta
versatil e poderosa para separar espéecies quimicas semelhantes. Além disso, ela pode ser
empregada para identificacdo qualitativa, quantitativa e purificacdo das espécies separadas
(Skoog et al., 2005).

5.4 Cromatografia em camada fina (TLC)
A Cromatografia em camada fina € um tipo de cromatografia de adsorcéo, onde se faz passar

lentamente através de uma coluna de material adsorvente uma mistura liquida, cujos
componentes se vdo depositando em zonas distintas da coluna, pois as separagfes ocorrem
baseadas nas diferencas de velocidade de arrastamento de cada um, isto é na velocidade de
migracdo. Neste caso, a velocidade do movimento dum dado componente da mistura depende da
solubilidade na fase estacionaria e ndo de fendmenos de adsorcdo. As substancias mais soltveis
caminham mais lentamente através da coluna, sofrendo todas elas diferentes particbes entre as
duas fases.

As diferencas entre os componentes a eluir podem ser expressas como distancias relativas
percorridas em periodos de tempo fixo com a fase mével (valores de Rf) ou tempos relativos que
0s componentes levam a percorrer uma distancia constante (tempos de retencéo). Teoricamente o
valor de Rf deverd ser uma caracteristica reprodutivel da substancia (Skoog et al, 2005;
Goncalves, 1996).

= -~

Linha de Chegada da fase Movel |
. = - Ponto de Aplicacgio da Amostra
D2
Nivel maximo da Fase Movel
L~ D2-distancia percorrida pelo solvente
/ D1 -distancia percorrida pela amostra
4L " e

Figura 22. Determinacdo de Rf no Cromatograma de Camada Fina (TLC)
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_ distancia da amostra (D1)
~ distancia da frente do solvente (D2)

A reprodutibilidade do R; para um determinado solvente depende, de alguns factores como a
constancia da actividade do adsorvente, a saturacdo da camara de cromatografia, a espessura da

camada e da temperatura (Becker et al.,1975).

A Cromatografia em camada fina apresenta varias vantagens em relacdo as outras técnicas
cromatograficas, nomeadamente: a preparacdo da amostra é simples; as amostras podem ser
comparadas directamente durante a corrida; o desenvolvimento paralelo de amostras
relacionadas e ndo relacionadas pode ser feito simultaneamente; varios procedimentos de
deteccdo podem ser aplicados, frequentemente na mesma placa; a separacdo pode ser
acompanhada todo o tempo e interrompida quando desejado ou quando se troca o sistema de
solventes; o volume dos solventes e outros reagentes € muito pequeno; analise simultanea de
varias amostras e € uma técnica de baixo custo e com reprodutibilidade dos resultados (Vogel,
2002).

A maior desvantagem da TLC consiste na dificuldade de pulverizacdo uniforme da amostra

contida na camada adsorvente nas placas de suporte.

5.5 Métodos Espectroscopicos
Os métodos espectroscopicos de analise sdo baseados na medida da quantidade de radiacao

produzida ou absorvida pelas moléculas ou pelas espécies atdbmicas de interesse. Podemos
classificar os métodos espectroscopicos de acordo com a regido do espectro electromagnético
envolvida na medida. As regides espectrais que tém sido empregadas incluem os raios vy, 0s raios
X, UV-Vis, infravermelha (1), microondas e radiofrequéncia (RF) (Skoog et al.,2005).
Colectivamente, esses tipos compdem o espectro electromagnético, mostrado na figura 23
(McMurry, 2006).
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Energia
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Figura 23. Espectro electromagnético envolvendo uma faixa de comprimentos de onda e
frequéncia, desde ondas de radio na regido de baixa frequéncia até os raios gama na regidao de

alta frequéncia

5.6 Espectroscopia no Ultravioleta -Visivel (UV-Vis)
Na espectroscopia de absorcdo molecular UV-Vis, os electrbes de ligacBes quimicas de

substancias organicas normalmente absorvem energia da radiacao electromagnética na faixa que
compreende um intervalo de comprimento de onda de 190 a 800 nm.

As moléculas sofrem trés tipos diferentes de transicBes quantizadas quando excitadas pela
radiacao ultravioleta e visivel. Essas transicdes obedecem a regras de seleccdo que satisfazem o
principio de Franck-Condon. Para a radiacdo ultravioleta e visivel, a excitacdo envolve a
promocdo de electrBes presentes em um orbital molecular ou atdbmico de baixa energia para um
orbital de maior energia. Além das transi¢des electronicas, as moléculas exibem dois tipos
adicionais de transicdes induzidas por radiacdo: transi¢des vibracionais e transi¢cdes rotacionais.
As transicdes vibracionais ocorrem porque a molécula apresenta um ndmero muito grande de
niveis energéticos quantizados (ou estados vibracionais) associados com as ligagdes que mantém

a molécula unida (Skoog et al.,2005; Gongalves, 1996).
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VI.PARTE EXPERIMENTAL
6.1 Material Vegetal

6.1.1 Colheita e identificacdo botéanica da planta
A colecta do material botanico (raizes e cascas do caule) de Trichilia emetica, foi feita na

provincia de Gaza, na localidade de Incaia, distrito de Bilene no dia 29 de Novembro de 2010.

O material vegetal de Combretum molle foi colhido por Candida de Graca Mavie no dia 20 de
julho de 2006 na regido de Xiboene, distrito de Moamba, Provincia de Maputo. A identificacéo
foi feita no herbario do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de Ciéncias da UEM,
a partir de um exemplar da espécie ( n° 7987).

As amostras das raizes e cascas de caule de Kigelia africana foram colhidas por Tendai Sairosse
Mujanje no distrito de Marracuene, localidade de Bobole, no vale do Rio Incomati, na manha do
dia 13 de Agosto de 2005.

6.1.2 Secagem e moagem da amostra
O material foi levado para o laboratorio de Produtos Naturais do Departamento de Quimica da

UEM, onde foi lavado com agua corrente e posterior remocéo das cascas e lavagem com agua

destilada.

Foi cortado em pedagos pequenos com ajuda de uma faca previamente lavada e secada em estufa
de ar quente circulante (Scientific — series 2000) a uma temperatura regulada de 50°C, depois
deixado secar em separado a temperatura ambiente durante 120 dias (quatro meses). A moagem

das cascas de caule e raizes de Trichilia emetica foi feita no IIAM.
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6.2 Preparacao dos extractos

6.2.1 Extraccéo do p6 das folhas de Combretum molle
O extracto e as frac¢bes do pd das folhas foram obtidos aplicando o método de Martini (2001)

citado por Mavie (2007) com alguma modificacéo.

50 g do po6 das folhas secas foram tratados com 500 mL de acetona (9:1) durante 72 horas,
filtrou-se com papel de filtro Whatman (n°® 01) e o filtrado foi concentrado no rotavapor
(BUCHI 011) até a formacdo de uma massa de consisténcia pastosa de cor castanha.

O extracto hidroacetonico (EHAC) foi dissolvido na mistura de CHCI;3 e agua destilada (1:1) num
baldo de fundo redondo e transferido quantitativamente para um funil de separagéo, tendo sido

separada em fraccao aquosa (FAQ) e fraccdo cloroférmica (FCL).

A fraccdo aquosa (FAQ) foi misturada com igual volume de n-butanol (n-ButOH) e as duas fases

foram separadas no funil em fraccdo aquosa (FAQ) e fraccdo butandlica (FBL).

A fraccdo cloroférmica (FCL) foi concentrada no rotavapor até a formacdo de uma massa
consistente e extraida com um volume igual da mistura de n-hexano e metanol a 90%.
Transferiu-se para funil de separacdo tendo sido posteriormente separada em fracgdo hexanica
(FHX) e fraccdo hidrometandlica a 90% (FHM) . Esta altima fraccdo foi diluida a 65% de
metanol por adicdo de 28.5 mL de agua destilada. A esta ultima fraccdo adicionou-se
cloroférmio e separou-se as duas fases no funil de separacdo em fracgdo cloroférmica (FCL) e

fraccdo hidrometandlica (65% metanol) (FHM) como mostra a figura 24.
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Pa das Folhas Secas

Maceracéo durante 72 horas
| cm acefona : dgua
" 91
Extracto hidroacet onico

1) Evaporagfo do solvente
2) Dissolugdo do residuo em CHC;: H,0

1:1
| 3) Decantacfio
Fracgdo Cloroférmica Fracgdo aquosa
1) Evaporago de solvente 1) Adicionar n-butanol
2) Dissolugdo do residuo em CH, ;- MeOH 90% 2) Decantagéo
111
l 3) Decantagio
i - Fracgdo aquosa Fracgdo n-butan dlica

Fracgdo hexanica Fracgio em MeOH 90% -'

‘ 1 | Lvaporagdo
Evaporagio 1) Diluirem MeOH 65% do solvente Evaporago
do solvente 2) Adicionar igual volume de CHCl, / dosolvente

3¥ Decantagdo \
Fracgdo metandlica Fracgdo Cloroférmica . ‘_
(' \ i ! Testes
\ Evaporagéo Evaporagdo antifingicos

\ do solvente /' do solvente

Testes

antiflingicos

Figura 24: Esquema geral seguido para extraccao e fraccionamento solvente/solvente do pé das
folhas de Combretum molle.
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6.2.2 Extraccdo do po das raizes e cascas do caule de Kigelia africana
Para a obtencdo de extractos das raizes e cascas de caule, foi aplicada a metodologia descrita por

Araujo et al. (2010) com alguma modificacao.
50 g do po das raizes e 50 g das cascas do caule foram tratados durante 72 horas com 500 mL a
temperatura ambiente, com solventes organicos na sequéncia de polaridade crescente: n-hexano,

diclorometano, acetato de etilo e metanol.

Usou-se 0 mesmo procedimento para obtencdo de extractos brutos das raizes e cascas de caule de

Trichilia emetica como mostra a figura 25.

Pé das Raizes e cascas do Caule

1) 1) Secagem

2) Maceragéo durante 72
horas com hexano

3) Filtragéo

Extracto hexanico Residuo

1) 1) Secagem
2) Maceragéo durante 72
horas com DCM
3) Filtragdo
Evaporagao do solvente )

v !
Extracto Diclorometandlico Residuo
1) 1) Secagem

2) Maceragéao durante 72
Evaporagao do solvente horas com EtOAc

J’i) Filtracdo

Testes

antifungicos ) Evaporagéo do salvents | Extracto de acetato de etilo Residuo

1) 1) Secagem
2) Maceracéo durante 72
horas com MeCH
. 3) Filtragéo

Evaporagdodo solvente - Extracto metandlico Residuo
Descartar

Figura 25. Esquema geral seguido para obtengdo de extractos de Kigelia africana e Trichilia

emetica
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6.3 Testes Fitoquimicos

6.3.1 Teste de reconhecimento de flavondides
Trés testes foram realizados para saber as classes dos flavondides presentes em diferentes

extractos.

a) Reaccao com &cido sulfurico concentrado

Tomou-se uma aliquota do extracto bruto, colocou-se num tubo de ensaio e adicionou-se 4 gotas
de &cido sulfarico concentrado. A formacao de uma solucdo vermelha no extracto € indicativa da

presenca de flavonoides.

b) Reaccdo com hidréxido de sédio a 5%

Diluiu-se 1 mL de extracto com agua destilada na proporcao de 1 2 e adicionou-se pela parede
do tubo 2 gotas de solugdo de hidroxido de sédio. O desenvolvimento de coloragcdo amarela que
varia de intensidade confirma a existéncia de flavonoides. Esta reaccdo € genérica para

reconhecimento de flavonoides

c) Reaccdo com cloreto de ferro (111) a 2%

Tomou-se 1 mL de extracto ligeiramente concentrado, diluiu-se com agua destilada na proporc¢éo
de 1:2 e, em seguida, adicionou-se pela parede do tubo duas gotas de cloreto férrico a 2%. O
desenvolvimento da cor que varia entre verde, amarelo-castanho e violeta é indicativo de teste

positivo de acordo com o tipo de flavondides presentes.

6.3.2 Teste de reconhecimento de taninos e fendis
Os taninos foram testados usando o0s seguintes reagentes: acetato de chumbo a 10% e cloreto

férrico a 2%.

a) Reaccdo com acetato de chumbo a 10%.

Em um tubo de ensaio deitou-se 1 mL da solugdo extractiva diluida a uma propor¢édo de 1:2 e

adicionou-se 2 gotas da solugédo de acetato de chumbo a 10%.

A formacdo de uma turvacéo e aparecimento de um precipitado castanho avermelhado volumoso

e denso significa teste positivo.
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b) Reaccédo com cloreto férrico a 2%.

Deitou-se cerca de 1 mL da solugdo extractiva num tubo de ensaio e adicionaram-se-lhe 5.0 mL

de agua destilada e duas gotas de cloreto de ferro a 2% escorrendo-o pela parede do tubo.

O aparecimento da coloracdo preta, verde, azul ou precipitado indica a presenca de taninos
conforme o tipo de estrutura quimica, enquanto que o surgimento de coloragcdo que varia entre

azul e vermelho é indicativo de fendis.

6.3.3 Teste de reconhecimento de saponinas
As saponinas foram testadas em diferentes frac¢fes usando teste de espuma.

a) Teste de espuma

Para testar as saponinas, deitou-se num tubo de ensaio 2 mL da solucao extractiva e adicionou-se
5 mL de agua destilada e agitou-se energicamente por 3 minutos. Neste caso a formagdo duma

espuma persistente sugere a presencga das saponinas.

6.3.4 Teste de reconhecimento de triterpendides e esterdides

a) Reaccédo de Liebermann-Buchard

Para 0 ensaio de esteroides e triterpendides, deitou-se num tubo de ensaio 2 mL do extracto e
misturou-se 2 mL de cloroférmio. Em seguida filtrou-se a solucéo cloroférmica gota a gota em
um funil com algoddo coberto com 0.5 g de sulfato de sédio (Na,SO,) anidro. De seguida,
adicionou-se 1 mL de anidrido acético e agitou-se suavemente, e adicionou-se pelas paredes do
tubo trés gotas de H,SO, concentrado e agitou-se suavemente.

Coloracdo azul evanescente seguida de verde, indicou a presenca de esterdides ou triterpenoides

respectivamente.

6.3.5 Teste de reconhecimento dos alcaldides livres
Os alcaldides foram testados em todos o0s extractos, usando reagente de Meyer

(Tetraiodomercurato de potassio, K, [Hgls]), Wagner (iodo/iodeto de potassio, [Io/KI]) e
Dragendorff (Tetraiodobismutato de potassio, K[Bil].
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Dissolveu-se cada um dos extractos em 2.5 mL de HCI a 2% e aqueceu-se por 10 minutos. Apos
o resfriamento, filtrou-se em algoddo. Em seguida, dividiu-se a solucdo obtida em volumes

iguais, por 4 tubos de ensaio e posteriormente adicionou-se em cada tubo os seguintes reagentes:
Tubo 1 — Adicionou-se 3 gotas de reagente de Mayer;

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

Tubo 3 — Adicionou-se 3 gotas de reagente de Wagner

Tubo 4 — Testemunha.

Uma leve turbidez ou precipitado respectivamente roxo a laranja, branco a creme e marrom

evidencia a possivel presenca dos alcaldides.

6.3.6 Testes de Borntrager para reconhecimento de antraquinonas
Deitou-se em um tubo de ensaio 2,0 mL do extracto ligeiramente concentrado, adicionou-se 5,0

mL de cloroférmio e agitou-se. Deixou-se em repouso por 15 minutos. Recolheu-se a fase
cloroférmica e dividiu-a em dois tubos de ensaio. No primeiro tubo, adicionou-se 1,0 mL de
solucdo de NaOH a 5%.

A coloracdo roxa em fase aquosa indica a presenca de antraquinonas (Reac¢do de Borntraeger).
No segundo tubo, adicionou-se 1,0 mL de solucdo de acetato de magnésio a 5 %.

A coloracdo roxa sugere a provavel presenca de antraquinonas livres.

b) Reaccdo com NH4O0OH a 10 %.
Deitou-se 1 mL de extracto ligeiramente concentrado num tubo de ensaio e adicionou-se 3 mL
de NH40H a 10 %. A coloracdo résea, vermelha ou violeta sugere a provavel presenca das

antraquinonas.

6.4 Analise cromatografica
Os extractos brutos das raizes e cascas de caule de Trichilia emetica, Kigelia africana e frac¢oes

de Combretum molle obtidos por maceracgdo foram dissolvidos em metanol. Em todos os ensaios
cromatograficos usou-se placas de silica gel (60 Fass Merck®) pré activadas como fase
estacionaria, e um sistema de hexano:acetato de etilo (9:1) para Kigelia africana, hexano:acetato
de etilo (8:2) para Combretum molle e hexano:acetato de etilo (4:6) para Trichilia emetica.
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6.4.1 Aplicacdo da amostra
Os extractos depois de dissolvidos em metanol foram aplicados em placas cromatogréaficas a uma

distancia de 1.0 cm da extremidade inferior da placa usando tubos capilares de 2ul de

capacidade, mantendo uma separacdo minima de 1.0 cm entre os pontos de aplicacao.

6.4.2 Desenvolvimento das placas
As placas foram introduzidas em tinas cromatogréaficas pré-saturadas de solvente evitando que o

nivel do solvente atingisse os pontos de aplicacdo durante a imersdo. A eluicéo foi feita de modo

ascendente das placas.

6.4.3 Sistema de deteccdo
Os componentes separados foram visualizados numa lampada de luz UV a 230 nm e as placas

foram depois pulverizadas com o acido sulfurico 10% para extractos de Trichilia emetica,
hidroxido de potassio a 5% para extractos de Kigelia africana e vanilina/acido sulfdrico para

fraccdes de Combretum molle. Todas as placas foram aquecidas a 100 °C durante 5-10 minutos.

6.5 Testes de actividade antifungica
Os testes antifungicos foram realizados no Laboratério de Fitopatologia da Faculdade de

Agronomia e Engenharia Florestal (FAEF) Departamento de Producéo e Protec¢do Vegetal , nos
meses de Agosto a Novembro de 2011. O ensaio consistiu em seis tratamentos, sendo um
controlo negativo e outro controlo positivo, usando os métodos de perfuracdo em agar e difusao

em disco. Cada tratamento teve trés repeticdes.

6.5.1 Cultivo do patégeno
O fungo Aspergillus niger foi isolado a partir do material vegetal (milho) usando a camara

himida gue consiste na incubacdo do material vegetal em placas de Petri recobertas por papel de
filtro embebido em agua esterilizada.

Com material vegetal infestado (milho) colhido e seleccionado colocou-se 0 material vegetal na
placa de Petri inicialmente recoberta com papel de filtro humedecido com agua estéril; deixou-se

a placa a temperatura ambiente durante trés dias.
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6.5.2 Identificacdo do patégeno
A identificacdo dos fungos fitopatogénicos nas culturas pesquisadas foi feita utilizando-se as

caracteristicas macrofisiologicas (sinais e sintomas desenvolvidos no material vegetal in locu) e

caracteristicas microscépicas, onde se efectuou uma pequena preparacdo numa lamina e se
visualizou no microscopio, as estruturas fngicas vegetativas (hifas) e de reproducgéo (conidios e
esporos), confrontando-se as imagens obtidas com as descritas na literatura micoldgica e

fitopatologica especializada.

6.5.3 Isolamento e obtencéo de cultura pura
Apds o isolamento, identificacdo e confirmacdo das caracteristicas morfoldgicas (cor, forma de

crescimento da colonia) do patégeno e, respeitando todos os principios de assépsia
recomendados, esterilizou-se a anca usando a chama da lamparina e esperou-se até arrefecer;
abriu-se cuidadosamente a placa contendo o isolado flngico; tirou-se uma pequena por¢do da
colonia com a anca esterilizada; abriu-se a cobertura da nova placa de Petri contendo o meio de
cultivo (PDA), o suficiente para inserir a anca e fez-se uma estria no centro de area da placa e
cobriu-se; selou-se a placa com parafilm e rotulou-se. Incubou-se a placa na cadmara de
crescimento por cerca de sete dias a uma temperatura de 28°C. Da coldnia obtida, repetiu-se este
procedimento até a obtencdo da cultura pura do isolado fungico (Figura 26B). Efectuou-se a
repicagem da cultura de Colletotrichum gloeosporioides com a finalidade de obter a quantidade

suficiente do microrganismo para a andlise (Figura 26A).

Figura 26. Obtencdo de cultura pura de Colletotrichum gloeosporioides com micélio apds 7 dias
(figura A) e Aspergillus niger com esporos ap6s 7 dias (figura B)
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6.5.4 Preparacédo das solugfes de extractos vegetais
Para preparacdo das solugOes dos extractos vegetais as concentragfes de 200, 100, 50 e 25

mg/mL, pesou-se 300, 150, 75 e 37.5 mg do extracto seco, e adicionou-se 1.5 mL da mistura de
DMSO e CH3OH a 70% respectivamente. Agitou-se os microtubos no Vértex (VM-300) ate a

dissolucdo do extracto.

6.5.5 Preparacéo dos discos de papel
O papel de filtro (Whatman® 113) foi picotado com uma furadeira de papel de escritério, e

esterilizado na estufa a 180 °C e deixou-se arrefecer a temperatura ambiente.

6.5.6 Preparacdo da suspensdo fungica
Para avaliar a inibicdo da germinacdo dos esporos, utilizou-se isolados de Colletotrichum

gloeosporioides e Aspergillus niger incubados, por 14 dias, obtendo-se uma densa massa
micelial e conidial. Foi obtida previamente uma suspensdo de conidios mediante a deposi¢édo de
20 mL de agua destilada esterilizada, seguido de friccdo das col6nias com auxilio de bastdo de
vidro de Drigalski.

Apo6s a remocdo da massa micelial mais conidial, procedeu-se a filtragem com papel de filtro
estéril e deitou-se o filtrado num erlenmeyer de 100 mL. Adicionou-se duas gotas de espalhante
adesivo (tween) e barra magnética. Agitou-se com agitador magnético (MAVARIS) por 5
minutos. Pipetou-se 2 mL da suspensdo para um tubo de ensaio e adicionou-se 8 mL de agua
estéril e homogenizou-se a mistura em vortex (VM-300).

Com auxilio de uma micropipeta, deitou-se duas gotas da suspensao no hematocimetro e contou-
se esporos na camara de Neubauer. Em seguida, ajustou-se a suspensao do indculo de modo a ser
semelhante & solucdo padrio de 0,5 na escala de McFarland, correspondente a 1.5x10°
esporos/mL (Nyenje & Ndip, 2011).

6.5.7 Inoculacéo da suspenséao do fungo
Espalhou-se aliquotas de 20 pL da suspensdo fangica na placa com uma bastdo de vidro de

Drigalski sobre a superficie do meio de cultivo sélido (PDA) e com auxilio de um marcador

dividiu-se a placa em quatro campos devidamente enumerados de 1-4.
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6.5.8 Aplicacéo dos discos de sensibilidade
Com o auxilio de uma pinga estéril, depositou-se nos campos equidistantemente, quatro discos de papel
de 6 mm de didmetro, previamente impregnado com 10uL de extractos a diferentes concentragdes sobre a
superficie do meio inoculado, exercendo uma leve pressdo com a ponta da pinca para uma boa adeséo dos
discos e incubados na cAmara de crescimento por 48 horas. Apds o periodo de incubagdo, com uma régua
de 30 cm, mediu-se o didmetro de inibicdo (halo de inibi¢do). Usou-se mistura de dimetil sulféxido
(DMSO) e CH;0H a 70% (solvente) como controlo negativo e solucdo de oxicloreto de cobre (dissolveu-

se 0.5 g em 100 mL de agua) como controlo positivo.

Com ajuda de um perfurador, perfurou-se no meio de cultura (criar pogos de 6 mm de didmetro)
contendo o microrganismo ja espalhado no meio de PDA. Deitou-se nos pocos 10uL da solucéo
de cada extracto. Deixou-se as placas de Petri em estufa microbiolégica durante 48 horas. Com
uma régua de 30 cm, efectuou-se a medi¢do dos didmetros (halos) de inibicdo para os dois

métodos.
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VII. RESULTADOS
Tabela 1. Massa em gramas das fracgdes do pé das folhas de Combretum molle

Extractos FHX FBL FAq FCL FHM

Peso(g) 1.02(%) 099 (%)  1.12(%)  1.32(%) 1.78(%)

Tabela 2. Massa em gramas dos extractos de Kigelia africana e Trichilia emetica.

Extracto Kigelia africana Trichilia emetica
Raiz Casca do Caule Raiz Casca de Caule
n-hexano 0.98(%) 1.23(%) 1.14(%) 0.94(%)
DCM 1.05(%) 0.84(%) 1.33(%) 1.51(%)
EtOAC 1.56(%) 1.43(%) 0.92(%) 0.88(%)
MeOH 1.22(%) 0.97(%) 0.97(%) 1.01(%)

DCM — diclorometano; EtOAc — acetato de etilo; MeOH — metanol

7.1 Resultados de testes fitoquimicos
Tabela 3. Resultados dos testes fitoquimicos das fracgdes de Combretum molle

Testes Fraccoes
FHX FBL FCL FAQ FHM

Saponinas - + - + +
Flavonoides - + + + +
Alcaloides - - - - -
Taninos - + - + +
Esteroides e triterpendides + - - - -
Antraquinonas - - - - -

(+): presente (-): ausente
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Tabela 4: Resultados de testes de identificacdo de metabdlitos secundarios dos extractos de

Kigelia africana

Testes Raiz Casca de Caule

Hexano | DCM | EtOAc | MeOH | Hexano | DCM EtOAC MeOH

Saponinas - + + + + -

Flavonoides - - + + - + +

Alcal6ides - - - - - -

Taninos - - - - - -

depentices |t | | N :

Antraquinonas - + + - - + + -

(+) — presente; (-) — ausente

Tabela 5. Resultados de testes de identificacdo
Trichilia emetica.

de metabdlitos secundarios dos extractos de

Testes Raiz Casca de Caule
Hexano | DCM | EtOAc | MeOH | Hexano | DCM | EtOAc | MeOH

Saponinas } } } } - - - )

Flavonoides - - - + - - - +

Alcaloides } - } } ; ; l }

Taninos - - + + - - + +

Esterdides + + + . + + + -
Triterpendides

Antraquinonas ; B ; } ; } - }

(+) - presente; (-) — ausente
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7.2 Resultados dos Testes de Actividade antifingica

Tabela 6. Didmetros em milimetro (mm) de inibicdo das fracgdes de Combretum molle com os

respectivos desvios padréo pelo método de perfuracdo em agar.

Microrganismo | Conc Co | CuCl (OH)3 | FHX | FBL FAQ FCL FHM
(mg/mL)
200 - 18.0+0.0 - 11.5+0.2 | 12.5+0.6 | 11.6+0.6 | 15.5+£0.5
A. niger 100 - 18.0+0.0 - 8.0+0.0 | 9.3x0.5 | 8.0+0.0 | 11.6+06
50 - 18.0+0.0 - - 8.0+0.0 - 8.3+0.5
25 - 18.0+0.0 - - - - -
200 - 20.0+0.1 - 13.3+0.6 | 15.3+0.6 | 11.3+0.6 | 16.3+0.6
C.gloeosporiodes 100 - 20.0+0.1 - 10.3+0.6 | 13.6+0.6 | 8.6+0.5 | 12.0+0.0
50 - 20.0+0.1 - - 8.7£0.5 - 9.6+£0.5
25 - 20.0+0.1 - - - - 8.0+0.0

Tabela 7. Diametros em milimetro (mm) de inibicdo das fracgdes de Combretum molle com os
respectivos desvios padréo pelo método de difusdo em disco

Microrganismo | Conc Co | CuCl (OH)3 | FHX | FBL FAQ FCL FHM
(mg/mL)
200 - 17.6+£0.4 - 9.5+0.5 | 13.6+0.5| 9.0+0.0 | 12.5+0.5
A. niger 100 - 17.6+£0.4 - 8.3+t0.5 | 8.5+0.5 - 11.6+£0.4
50 - 17.6+£0.4 - - - - 8.0£0.0
25 - 17.0+0.4 - - - - -
200 - 18.0+£0.0 - 10.3+0.6 | 12.3+0.5 | 8.0 £0.0 | 14.3+0.6
C.gloeosporiodes 100 - 18.0+£0.0 - 7.5+0.2 | 10.3+0.6 - 10.7+0.2
50 - 18.0+£0.0 - - 8.0+£0.0 - 8.610.1
25 - 18.0+£0.0 - - - - -
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Tabela 8. Médias dos halos em milimetro (mm) de inibicdo dos extractos de Kigelia africana

contra A. niger e Colletotrichum gloeosporioides e intervalos de confianca, pelo método de

difusdo em disco

Raizes
Conc (mg/mL) | Co | Cu,CI(OH); | Hexano | DCM EtOAc | MeOH

200 - 17.6+0.4 - 10.0+0.1 | 14.0+0.0 | 12.0+0.0
A.niger 100 - 17.6+0.4 - 7.0+0.0 | 8.3+0.5 | 9.0+0.0

50 17.6+0.4 - - - -

25 - 17.6x0.4 - - - -

200 - 18.0+0.0 - 9.0+0.0 | 12.0+0.0 | 10.6+0.1
C.gloeosporioides 100 - 18.0+0.0 - 7.0£0.0 | 7.2+0.1 | 8.3x0.5

50 18.0£0.0 - - - -

25 - 18.0+0.0 - - - -

Cascas do Caule

200 - | 17.62£0.43 - 11.0+0.0 | 14.6+0.5 | 14.0+0.0
A.niger 100 - | 17.62£0.43 - 7.6£0.2 | 12.3+0.5 | 11.5+0.5

50 - | 17.6+£0.43 - - 7.0£0.0 | 8.6x1.0

25 - | 17.62£0.43 - - - -

200 - | 18.0+£0.0 - 10.0+0.0 | 13.3+0.2 | 13.3+0.5
C. gloeosporioides 100 - 118.0£0.0 - 7.0£0.0 | 7.3+0.57 | 9.3x0.5

50 - 118.0£0.0 - - - 7.0+£0.0

25 - 118.0£0.0 - - - -

Co — Mistura de DMSO e Metanol a 70% ; Cu,CI(OH) 3 — controlo positivo; DCM- extracto

diclorometanodlico; EtOAc- extracto de acetato de etilo; MeOH — extracto metanélico.
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Tabela 9. Médias dos halos em milimetro (mm) de inibicdo dos extractos de Kigelia africana

contra A. niger e C. gloeosporioides e intervalos de confianca, pelo método de perfuracdo em

agar
Raizes

Conc (mg/mL) | Co | Cu,CI(OH); | Hexano | DCM EtOAc | MeOH
200 - 18.0+0.01 - 11.6+0.6 | 12.0+0.0 | 13.5+0.5
A.niger 100 - 18.0+0.01 - 7.3+0.5 | 8.6£0.5 | 11.6+1.1
50 - 18.0+0.01 - - - 7.0£0.0

25 - 18.0+0.01 - - - -
200 - 20.0+0.1 - 10.6+0.5 | 13.2+0.2 | 12.5+0.5
C. gloeosporioides 100 - 20.0£0.1 - 7.0+£0.0 | 10.0+0.0 | 10.3+0.5
50 - 20.0+0.1 - - 7.0£0.0 | 7.3x0.5

25 - 20.0+0.1 - - - -

Cascas do Caule

200 - 18.0+0.01 - 13.5+0.5 | 16.0+0.0 | 15.5+0.6
A.niger 100 - 18.0+0.01 - 8.7£0.57 | 14.2+0.5 | 12.3+0.5
50 - 18.0+0.01 - - 8.3+0.57 | 8.3+0.5

25 - 18.0+0.01 - - - -
200 - 20.0+0.1 - 12.3+0.5 | 17.3+0.6 | 16.7+0.6
C. gloeosporioides 100 - 20.0£0.1 - 9.0+0.0 | 14.0+0.5 | 13.7+0.6
50 - 20.0+0.1 - - 8.3+0.57 | 8.3+0.5

25 - 20.0+0.1 - - - -

Co — Mistura de DMSO e Metanol a 70% ; Cu,CI(OH) 3 — controlo positivo; DCM- extracto
diclorometanodlico; EtOAc- extracto de acetato de etilo; MeOH — extracto metanélico.
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Tabela 10. Médias e intervalos de confianca dos didametros em milimetro (mm) de inibi¢do dos

extractos de Trichilia emetica contra A. niger e Colletotrichum gloeosporioidese pelo método de

difusdo em disco

Raizes
Conc (mg/mL) | Co | Cu,CI(OH); | Hexano | DCM EtOAc | MeOH

200 - 17.6+0.43 - 11.3+0.6 | 12.5+0.5 -

A.niger 100 - 17.6+0.43 - 9.5+0.5 | 10.3+0.5 -
50 17.6+0.43 - 7.0£0.0 | 8.3+0.57 -

25 - 17.6+0.43 - - - -

200 - 18.0+0.0 - - - -

C. gloeosporioides 100 - 18.0£0.0 - - - -
50 18.0£0.0 - - - -

25 - 18.0+0.0 - - - -

Cascas do Caule

200 - 17.6+0.43 - 11.0+0.0 | 10.6£0.5 -

A.niger 100 - 17.6+0.43 - 8.3+0.5 | 8.0+0.0 -
50 - 17.6+0.43 - - 7.0£0.0 -

25 - 17.6+0.43 - - - -

200 - 18.0+0.0 - - - -

C.gloeosporioides 100 - 18.0£0.0 - - - -
50 - 18.0£0.0 - - - -

25 - 18.0+0.0 - - - -

Co — Mistura de DMSO e Metanol a 70% ; Cu,CI(OH) 3 — controlo positivo; DCM- extracto

diclorometanodlico; EtOAc- extracto de acetato de etilo; MeOH — extracto metanélico.
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Tabela 11. Médias dos diametros em milimetro (mm) de inibi¢éo dos extractos de Trichilia
emetica contra A. niger e Colletotrichum gloeosporioides e os intervalos de confianca pelo

método de perfuracdo em agar

Raizes
Conc (mg/mL) | Co | Cu,CI(OH); | Hexano | DCM EtOAc | MeOH
200 - 18.0+0.01 - 13.6+0.5 | 13.3+0.5 -
A.niger 100 - 18.0+0.01 - 11.0+0.0 | 11.3+0.6 -
50 - 18.0+0.01 - 8.0+0.0 | 9.0+0.0 -
25 - 18.0+0.01 - - - -
200 - 20.0+0.1 - - - -
C. gloeosporioides 100 - 20.0£0.1 - - - -
50 - 20.0+0.1 - - - -
25 - 20.0+0.1 - - - -
Cascas do Caule
200 - 18.0+0.01 - 12.0+0.0 | 11.0+0.0 -
A.niger 100 - 18.0+0.01 - 10.0+0.0 | 9.0+0.0 -
50 - | 18.0+0.01 - 08.0+0.0 | 7.6+0.5 -
25 - 18.0+0.01 - - - -
200 - 20.0+0.1 - - - -
C.gloeosporioides 100 - 20.0£0.1 - - - -
50 - 20.0+0.1 - - - -
25 - 20.0+0.1 - - - -

Co — Mistura de DMSO e Metanol a 70% ; Cu,CI(OH) 3 — controlo positivo; DCM- extracto

diclorometandlico; EtOAc- extracto de acetato de etilo; MeOH — extracto metandlico.
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7.3 Resultados de Cromatografia em Camada fina (TLC)
As fraccbes de hexano, cloroférmica, aquosa, n-butandlica e hidrometanolica de Combretum

molle foram analisadas por TLC utilizando sistema de solventes constituido por CgHi4:EtOAC
(9:1) e usando silica gel 60 F254 Merck® sobre a placa de aluminio como fase estacionaria e
visualizadas usando uma lampada de UV-vis a 254 nm e osteriormente purverizadas com
vanilina/acido sulfurico.

Na fraccdo hidrometandlica foram detectadas 7 manchas: ( Rf 0.13) néo visivel na UV e cor roxa
palida quando revelada com vanilina/acido sulfarico , (Rf 0.20) cor escura e cor amarela quando
revelada com vanilina/acido sulfarico, (Rf 0.32) cor escura e cor amarela quando revelada com
vanilina/acido sulfurico, (Rf 0.40) ndo visivel e cor amarela quando revelada com vanilina/acido
sulfurico, (Rf 0.48) cor escura em UV e cor amarela quando revelada com vanilina/acido
sulfurico, (Rf 0.53) escura e cor vermelha quando revelada com vanilina/acido sulfurico e (Rf
0.60) escura e cor vermelha quando revelada com vanilina/acido sulfarico.

Na fraccdo acetato de etilo foram detectadas 5 manchas com (Rf 0.13), (Rf 0.31), (Rf 0.40), (Rf
0.53) escura e cor vermelha quando revelada com vanilina/acido sulfirico e (Rf 0.61) escura e
cor vermelha. Na frac¢do aquosa, foram detectadas 2 manchas com (Rf 0.12) ndo visivel na UV
e cor amarela quando revelada com vanilina/acido sulfarico e (Rf 0.09) escuras na UV e cor
castanha avermelhada quando revelada com vanilina/acido sulfurico.

Para fraccdo butandlica foram detectadas 2 manchas com (Rf 0.09) de cor escura na UV e cor
castanha avermelhada quando revelada com vanilina/acido sulfurico e (Rf 0.12) ndo visivel na
UV e cor amarela quando revelada com vanilina/acido sulfurico.

No extracto metandlico de cascas de caule de Kigelia africana foram visualizadas 6 manchas de
cores castanha, verde, amarela palida, amarela clara, amarela e vermelha e quando reveladas com
hidroxido de potassio em 10% de etanol as cores passaram para castanha escura, azul, amarela
palida, amarela, alaranjada intensa que com o tempo passaram para violeta e castanha palida com
0s seguintes valores de Rf 0.10, 0.14, 0.21, 0.27. 0.34 e 0.40 respectivamente.

No extracto de acetato de etilo foram visualizadas em UV 5 manchas com Rf 0.11, 0.20, 0.27,
0.31 e 0.40, de cores castanha, amarela palida, amarela clara, amarela e vermelha e quando
reveladas com hidrdxido de potassio em 10% de etanol as cores passaram para castanha escura,

amarela palida, amarela, alaranjada intensa respectivamente.
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No extracto diclorometanolico foram visualizadas em UV 3 manchas com Rf 0.10,0.13 e 0.20 de
cores castanha, verde e amarela palida e quando reveladas com hidroxido de potassio em 10% de
etanol as cores passaram para castanha escura, azul e amarela palida respectivamente. No
extracto hexanico nao foi verificada nenhuma mancha usando os dois méetodos de revelagéo.

Na anélise dos extractos de hexano, diclorometano, acetato de etilo e metanolica de Trichilia
emetica por TLC no sistema de solvente constituido por CgHi4:EtOAC (4:6) e usando silica gel
60 F254 Merck® sobre a placa de aluminio como fase estacionaria, foram visualizadas numa
lampada de UV a 224 nm 4 manchas do extracto de acetato de etilo com os seguintes valores de
Rf 0.21, 0.23, 0.34 e 0.55. As manchas apresentam as seguintes cores: azul claro, castanho-
escuro, azul claro e azul claro quando visualizadas na lampada e castanha esverdeado, castanho-
escuro, castanha esverdeado e castanha esverdeado, quando pulverizadas com &cido sulfrico a
10% respectivamente.

O extracto diclorometandlico apresentou manchas com valores de Rf 0.21, 0.23 e 0.35.Estas
manchas, quando reveladas em lampada de UV e apresentaram as cores azul claro, castanho-
escuro, azul claro castanha esverdeado, castanho-escuro, castanha esverdeada e castanho
esverdeado, quando pulverizadas com &cido sulfurico a 10% respectivamente.
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VIIIl. DISCUSSAO DE RESULTADOS
a) Combretum molle

A abordagem fitoquimica das frac¢bes da planta Combretum molle revelou a presenca de
diferentes grupos de metabdlitos secundéarios. Dentre os compostos encontrados destaca-se a
presenca de flavonoides, taninos, saponinas e terpenos mas com maior predominancia para 0s
flavonoides e taninos. Estes resultados corroboram parcialmente com os resultados obtidos por
Simon et al., (2008).

A fraccdo hidrometandlica apresentou maior halo de inibicdo de 16.3+0.6 e 15.5+0.5 no teste
contra Colletotrichum gloeosporioides e A. niger respectivamente pelo método de pocos. A
mesma fraccdo usando método de difusdo em disco exibiu maior halo de inibicdo (14.3+0.6) para
0 Colletotrichum gloeosporioides. O destaque vai igualmente para a fraccdo aquosa que tem
maior halo (13.6+0.5) ao inibir o crescimento de A. niger pelo método de difusdo em disco

A fraccdo cloroférmica apresentou menor halo de inibicdo (9.0+0.0 e 8.0 £0.0) pelo método de
difusdo em disco para Aspergillus niger e Colletotrichum gloeosporioides respectivamente.

As fraccbes com maior halo de inibicdo contém principalmente os metabolitos secundéarios

nomeadamente flavonoides, taninos e saponinas.

A concentracdo inibitéria minima (CIM) da fraccdo hidrometandlica foi de 25mg/mL para
Colletotrichum gloeosporioides e para A. niger foi de 50 mg/mL usando o método de pocos.
Ainda usando o mesmo método as fracches butandlica e cloroférmica apresentaram a

concentracdo inibitéria minima de 100 mg/mL.

Para 0 método de difusdo em disco a concentracdo inibitéria minima para as fraccdes aquosa e
hidrometandlica foi de 50 mg/mL para Colletotrichum gloeosporioides e a frac¢do cloroférmica

apresentou a concentracao inibitéria minima de 200 mg/mL para os dois microrganismos.

O efeito de inibigdo verificado nas frac¢Ges hidrometandlica, butandlica e aquosa estd associado
a presenga de flavondides, taninos e saponinas. A actividade antifungica evidenciada pela

fraccdo cloroférmica esté relacionada com a presenca de flavonoides.
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a) Kigelia africana

A triagem fitoquimica preliminar realizada nos extractos de hexano, diclorometano, acetato de
etilo e metanol da planta Kigelia africana revelou a presenca de flavondides, saponinas,
antraquinonas e terpenos. Estes resultados sdo consubstanciados por Saini et al., (2009) e Azu et
al. (2010) que fizeram um estudo fitoquimico na india e evidenciaram a presenca de
carbohidratos, compostos volateis, isocumarinas, acidos gordos, glicésidos e derivados de
cumarinas, lignanas, flavondides, monoterpenos (principalmente irridéides), triterpenos, &cidos
cinamicos e benzoicos (Oliveira et al., 1990).

O extracto metandlico e o de acetato de etilo das cascas de caule, apresentaram maiores halos de
inibicdo de 16.7+0.6e 17.3+0.5 no teste contra Colletotrichum gloeosporioides respectivamente
pelo método de pocos. Os mesmos extractos apresentaram maiores halos de inibicdo 16.0+0.0 e
15.5+0.6 para o A. niger usando o método de perfuragcdo em agar (pocos).

O destaque vai 0 extracto de hexano que ndo apresentou nenhuma actividade contra o0s

microrganismos testados em ambos os métodos.

O menor halo de inibigdo (7.0£0.0) verificou-se nos extractos DCM, EtOAc da raiz contra

Colletotrichum gloeosporioides e MeOH contra o A. niger usando o método de pocos.

A concentracdo inibitéria minima foi de 50 mg/mL para os extractos de metanol e acetato de

etilo das cascas do caule e 100 mg/mL para os extractos de DCM e EtOAc das raizes.

No método de difusdo em disco o extracto de acetato de etilo das cascas de caule apresentou
maior didametro de inibi¢do (14.6+0.5) contra A. niger. No mesmo método o menor didmetro de
inibicdo (7.0+0.0) foi verificado no extracto de DCM para as raizes e EtOAc para cascas do

caule.

Pelo método de difusdo em disco a CIM é maior que 50 mg/mL para Colletotrichum
gloeosporioides dos extractos EtOAc e MeOH

O efeito de inibicao verificado nos extractos diclorometandlicos das raizes e das cascas do caule
estd associado a presenca de saponinas, terpenos e antraquinonas. Nos extractos de acetato de
etilo das raizes e cascas de caule a iniobicdo deve-se a presenca de saponinas, flavonoides e

antraquinonas. O efeito inibitdrio exibido pelo extracto metandlico das cascas do caule e das
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raizes esta associado a presenca de flavonoides. O extracto acetato de etilo apresentou maior

inibicdo contra os microrganismos testados.

a) Trichilia emetica
Da analise qualitativa realizada sobre os extractos de Trichilia emetica constatou-se a presenca
de terpenos e compostos fendlicos nomeadamente flavonoides e taninos. O destaque vai para 0s
terpenos que se apresentam em maiores quantidades no extracto de diclorometano, facto que é

consubstanciado por Cortez et al. (1999) citado por Faiela (2007).

Os extractos brutos de diclorometano e acetato de etilo exibiram actividade antifngica contra os
microrganismos testados, isto é, inibiram o crescimento dos micélios. Esta inibicdo deve-se
principalmente a presenca de terpendides.

Os extractos hexanico e metandlico ndo apresentaram actividade contra os microrganismos
testados. O maior valor de halo de inibicdo (13.6+£0.5) foi verificado no extracto de
diclorometano das raizes pelo método de pogos.

A concentragdo inibitéria minima verificada foi de 50mg/mL para o método de perfuragdo em
agar para os dois extractos e 100mg/mL para os extractos DCM de cascas de caule quando
testados contra A.niger pelo método de difusdo em disco.

O maior destaque vai para o C. gloeosporioides que ndo foi inibido pelos extractos de Trichilia
emetica.

Na literatura esta bem relatada a actividade antifungica dos diferentes metabolitos secundarios
encontrados nos diferentes extractos das trés plantas em estudo: terpendides, saponinas,

flavondides, taninos e antraquinonas.
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IX. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

9.1 Conclusbes
Através do estudo fitoquimico preliminar dos extractos brutos de Kigelia africana, Trichilia

emetica e fraccbes de Combretum molle e dos testes de actividade antifungica contra Aspergillus
niger e Colletotrichum gloeosporioides, pode-se concluir o seguinte:

A andlise fitoquimica preliminar realizada sobre as frac¢des do pd das folhas de Combretum
molle revelou a presenca de flavonodides, taninos, terpenos e saponinas.

Os testes fitoquimicos realizados sobre os extractos das raizes e cascas de caule de Trichilia
emetica revelaram a presenca de terpenos, flavondides e taninos.

Para Kigelia africana os testes fitoquimicos revelaram a presenga de flavondides, saponinas,
quinonas (antraquinonas) e terpenos.

Os testes antimicrobianos realizados sobre 0s extractos das raizes e cascas do caule de Kigelia
africana revelaram que os extractos de metanol, o extracto de acetato de etilo e o extracto de
diclorometano de casca do caule, possuem uma actividade antifingica significativa
especialmente contra C. gloeosporioides como mostram as tabelas 8 e 9.

Em relacdo aos fungos testados, os halos de inibicdo obtidos com os extractos vegetais e fraccbes
mostram que a concentracao inibitoria minima compreende valores maiores que 25 mg/mL e em
alguns casos maiores que 50 mg/ mL para os fungos testados.

A actividade antimicrobiana das plantas em estudo estd associada a presenca de flavondides,
taninos, antraquinonas e terpenos.

Desta forma, os resultados obtidos no presente trabalho sobre as actividades antiflngica,
evidenciaram a possivel utilizacdo dos extractos destas plantas no controlo de fitopatdgenos,
determinando a importancia das mesmas na agricultura como fungicidas naturais.

O método de perfuracdo em agar mostrou-se mais eficaz relativamente ao método de difusdo em

disco.
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9.2 Recomendacdes
Recomenda-se incentivar a aplicacdo de extractos vegetais como fungicidas pois sdo constituidos

por compostos responsaveis pelos efeitos de inibicdo no desenvolvimento de patdgenos e que sao

menos agressivos ao homem e ao meio ambiente.

Recomenda-se também uma melhor coordenacdo entre as instituicbes ou Orgaos responsaveis
pela pesquisa e estudo das diferentes espécies Mogcambicanas com propriedades antifungicas e 0s
praticantes da agricultura, para uma melhor administracdo dos extractos das plantas.

Para completar o estudo recomenda-se a realizacdo de estudos in vivo para verificar a ocorréncia
de inibicdo ou inducdo de resisténcia através do monitoramento da expressdo dos sintomas da
doenca, bem como de outros mecanismos de defesa da planta hospedeira, como a formacao de

papilas ou a sintese de proteinas relacionadas a patogénese.
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ANEXOS

Anexo 1. Recuperacédo do solvente em rotavapor

Anexo 2. Cromatograma de extractos brutos das cascas do caule de Kigelia africana TLC-I

TLC extractos da casca do caule de Kigelia Africana
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Anexo 3. Cromatograma de extractos brutos da raiz de Kigelia africana TLC-11

TLC de extractos da Raiz de Combretum molle

Anexo 4. Cromatograma de fracgdes do pé das folhas de Combretum molle TLC-I11

TLC de Fracgoes do p6 das folhas de Combretum molle
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Anexo 5. Cromatograma dos extractos de Trichilia emetica

Hexano-EtOAc (4:6) Hexano-EtOAc (4:6

TLC de extractos da Raiz TLC de extractos de casca de caule

Anexo 6. Halos de inibicdo dos microrganismos testados

Halos de inibigdo pelo Método do disco
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Anexo 7. Esquema de maceracgdo sob agitacdo constante

Agitador
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