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RESUMO

Este trabalho é dedicado ao estudo fitoquimico e avaliacdo da actividade antifingica, de plantas
com propriedades medicinais, das espécies Elephantorrhiza elephantina, Tabernaemontana
elegans, Zanthoxylum capense e Ximenia americana, em particular identificar as principais classes
de metabdlitos secundérios biossintetizados pelas espécies. Estas plantas sdo usadas na regido sul de
Mogambique no tratamento de varias doencas (como maléria, tuberculose, amebiase, infeccgdes,
dores de dentes, dermatites e doencas pulmonares). Foram obtidos por Soxhlet e Sonda de Ultra -
Som os extractos brutos das raizes das plantas em estudo. Os testes de identificacdo dos principais
metabdlitos secundarios foram realizados por reaccGes de reconhecimento correspondentes e
indicaram a presenga de alcaloides, flavondides, saponinas, esterdides e triterpendides. Os extractos
brutos foram submetidos a cromatografia em camada fina eluida pelo sistema de solventes EtOAc:
H,CO,: AcOH glacial: H,O (50:5.5:5.5:13) e Hexano: EtOAc (8:2). Os estudos preliminares
realizados com extractos aquosos e hidroalcodlicos das raizes de Tabernaemontana elegans,
Ximenia americana e Zanthoxylum capense demonstraram actividade antifingica sobre trés
microorganismos, (fungos do género Asperigillus flavus, Asperigillus niger e Fusarium ssp) que se
atribui a presenca de flavondides, taninos e saponinas nas raizes de Elephantorrhiza elephantina e
Ximenia americana, e alcal6ides e saponinas nas raizes de Tabernaemontana elegans e
Zanthoxylum capense este Ultimo ainda possui flavondides na sua composi¢ao no extracto aquoso

obtido por Sonda de Ultra — Som.

Palavras — Chave: Elephantorrhiza elephantina, Tabernaemontana elegans, Zanthoxylum capense,

Ximenia americana, saponinas, alcaldides, flavondides, actividade antimicrobiana.
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1. INTRODUCAO

O uso de produtos derivados da industria quimica no controlo de doencas na agricultura moderna
tem sido alvo de constantes questionamentos pela sociedade. A intensificacdo do uso de produtos
quimicos no controlo de fitopatdgenos provoca sérias perturbacfes 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 o surgimento de individuos resistentes (Vigo-
Schultz, 2008).

Na agricultura o nimero elevado de pulveriza¢cdes 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 fungicida para o controlo de doengas
traz um completo desequilibrio do sistema de producgdo convencional (Bettiol e Morandi, 2009).

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 que possuem a vantagem de serem geralmente menos prejudiciais ao homem e ao meio
ambiente, de menores custos, facilmente disponiveis aos agricultores nas zonas rurais e, em alguns
casos podem inclusive superar 0s produtos sintéticos na sua ac¢do antimicrobiana (Venturoso et al,
2011).

Esses compostos pertencem a vérias classes distintas de substancias quimicas como alcaldides
terpenos, ligninas, flavondides, cumarinas, quinonas, xantonas, lactonas, esterdides, e saponinas
entre outras (Lyon et al, 1995; Schwan — Estrada et al, 2000).

Desta forma, e diante da necessidade de encontrar formas mais eficazes para controlar a ac¢do de
microorganismos, torna — se indispensavel o estudo de espécies vegetais com actividade bioldgica
sendo neste caso objecto de estudo de interesse as raizes de Elephantorrhiza elephantina,
Tabernaemontana elegans, Ximenia americana e Zanthoxylum capense, no que concerne actividade
antifangica; sendo importante identificar e qualificar os marcadores quimicos destas espécies pelo

seu interesse na etnofarmacologia.
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1.1. Objectivos do trabalho
1.1.1. Obijectivo Geral

v E objectivo deste realizar um estudo fitoquimico e avaliar a actividade antifingica dos
extractos aquosos e hidroalcodlicos das plantas medicinais Elephantorrhiza elephantina,

Tabernaemontana elegans, Zanthoxylum capense e Ximenia americana.

1.1.2. Objectivos Especificos

Com o desenvolvimento deste trabalho pretende-se:

v Obter os extractos brutos aquosos e hidroalcodlicos por extraccdo por Soxhlet e Sonda de
Ultra — Som a partir das raizes de Elephantorrhiza elephantina, Tabernaemontana elegans,

Zanthoxylum capense e Ximenia americana;

v Realizar testes de triagem fitoquimica para identificar as classes dos fitoconstituintes nos
extractos brutos aquosos e hidroalcodlicos;

v’ Estudar as relaces entre os extractos brutos, a composicao fitoquimica das plantas em
estudo e suas propriedades bioldgicas nomeadamente propriedades antifingicas

v' Comparar os resultados obtidos pelos diferentes métodos de extraccdo Soxhlet e Sonda de
Ultra — Som;

v Avaliar in vitro a actividade antifingica dos extractos brutos aquosos e hidroalco6licos
obtidos.
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1.2. Metodologia do trabalho

O presente trabalho compreende a seguinte sequéncia:
1.2.1. Pesquisa bibliografica

Consistiu na recolha de informacdo sobre a composicdo quimica de Elephantorrhiza elephantina,
Tabernaemontana elegans, Ximenia americana e Zanthoxylum capense, 0s métodos de extracgédo
dos metabdlitos neles presentes, métodos de avaliagdo de actividade antiflngica in vitro dos
extractos vegetais em fontes tais como: artigos cientificos, livros de produtos naturais, quimica

analitica e publicacdes da internet.
1.2.2. Trabalho experimental

1.2.2.1. Colheita da amostra

A colheita da amostra foi realizada na provincia de Gaza e Maputo, identificou-se segundo a
nomenclatura cientifica e vernacular no Departamento de Ciéncias Biologicas da Universidade
Eduardo Mondlane; depois foram levadas para o Laboratério de produtos naturais do Departamento

de Quimica da Universidade Eduardo Mondlane.

1.2.2.2. Preparacdo das amostras para extraccao

1.2.2.3. Realizagdo de ensaios qualitativos

Testes de triagem fitoquimica foram realizado segundo as metodologias de Raamam, (2006),
Harborne, (1988) e Matos, (1988). As Analises cromatogréaficas foram realizadas segundo Wagner,
(1996).0s ensaios de actividade antifangica foram realizados usado a técnica de incorporacao de
substrato.

1.2.3. Discussao dos resultados

1.2.4. Elaboracéo do relatorio final
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Descricdo boténica, fitoquimica e aspectos farmacoldgicos das plantas em

estudo

2.1.1. Elephantorrhiza elephantina

2.1.1.1. Classificacdo taxondémica

Nome cientifico: Elephantorrhiza
elephantina (Burch.) Skeels

Nome vernacular: Xivurai
Reino: Plantae

Divisdo: Tracheophyta
Classe: Magnoliopsida
Ordem: Fabales

Familia: Fabaceae

Género: Elephantorrhiza

Espécie: E. elephantina

Figura 1. Elephantorrhiza elephantina
2.1.1.2. Descricdo botanica
Arbusto as vezes com menos de 30 cm, ocorre em declives das regides rochosas (Palgrave, 2002).

A casca é acinzentada carregada a avermelhada; folhas sdo iguais das acacias com 4 e 8 pares de
foliolos e cada um suportando muitos foliolos finos, achatadas no apice, variedades em tamanho, 7

a 15x1,5 a 4 mm; base quase simétrica (Palgrave, 2002).

Flores pequenas cremes — brancas tendendo a amarelas, em espigas pouco dispersas acima de 10 cm
de comprimento, fragrantes aparecendo juntamente com as folhas em outubro a novembro
(Palgrave, 2002).
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Fruto é vagem, acima de 19x2.5 a 4 cm, mas pode ir até 30 cm de comprimento, lenhoso;
avermelhado acastanhado. O apice da planta cresce em forma de rizoma e as partes aéreas morrem

anualmente (Palgrave, 2002).

Segundo estudos levados a cabo por Maueia, (2007) a Elephantorrhiza elephantina foi identificada

na provincia de Gaza nos distritos de Chokwe e Macia.

2.1.1.3.  Efeitos farmacoldgicos de Elephantorrhiza elephantina

N&o é clara sua actividade na medicina, também ndo foram encontrados relatos do seu uso de
Elephantorrhiza elephantina como antifdngico; no entanto Oliver-Bever, (1986) relata o uso de
taninos com actividade antidiarreica e antisséptica no tratamento de infeccGes diarreicas.

2.1.1.4.  Compostos isolados da familia Fabaceae e sua actividade biologica

Segundo Wyk et al, (2004) a cor vermelha brilhante dos rizomas de Elephantorrhiza

elephantina é indicadora da presenca de taninos ou de compostos fendlicos.

Santiago, (2007) investigou a presenca do alcaldide Berberina nas raizes de Elephantorrhiza
elephantina levando a extraccdo com Soxhlet usando como solvente Etanol, tendo observado

auséncia de Berberina nas raizes de E. elephantina.

N&do ha relatos sobre a actividade antifungica, porém é conhecida actividade anti — malarica
atribuida aos compostos antracénicos em especial 1,8 — dihidroxi — antraquinona isolada das folhas
da planta Cassia Fistula (Mendes, 2009).
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2.1.2. Tabernaemontana elegans

2.1.2.1. Classificacdo taxonomica

Nome cientifico: Tabernaemontana elegans
Stapf

Nome vernacular:  Cahlu
Reino: Plantae

Divisdo: Tracheophyta
Classe: Spermatopsida
Ordem: Gentianales
Género: Tabernaemontana
Familia: Apocynaceae

Espécie: T. elegans

Figura 2. Tabernaemontana elegans

2.1.2.2.  Descricdo botanica

A Tabernaemontana elegans é um arbusto ou pequena arvore de 3 a 5 m de altura, podendo
atingir os 10 m, sempre verde com casca pouco fendida, laticifera. As folhas sdo elipticas a quase
redondas, grossas verdes escuras na parte superior, verde-claro na parte inferior, sem pélos. As

flores sdo brancas, perfumadas agrupadas no final dos ramos.

A fruta é constituida por dois mericarpos patentes em angulo raso, cada um ovoide a quase
esférico com uma das pontas em bico, verde - escuras com pintas cinzentas claras, abrindo-se
quando maduras expondo a polpa laranja viva, com numerosas sementes castanhas. A floracéo
ocorre no periodo Fevereiro a Marco, e a frutificacdo entre Maio e Junho (Jansen e Mendes, 1984).
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2.1.2.3.  Usos medicinais da Tabernaemontana elegans

As partes da planta usadas sdo frutos e raizes. Os frutos sdo comestiveis e procurados
principalmente por criangas. Faz-se uma infusdo com a parte interior da raiz, que serve para tratar
vomitos diarreias fortes e tosses. O latex € usado como adstringente; as raizes sdo usadas como
remédio para tratar doencas pulmonares. ' N&o h& no entanto relatos sobre seu uso como

antifangico.

2.1.2.4.  Alguns compostos isolados de plantas da familia Apocynaceae e sua actividade
biologica
Tabernaemontana elegans contém muitos alcaldides indélicos farmacologicamente interessantes e
merecem uma pesquisa mais atenciosa. Os compostos fitoquimicamente importantes da raiz da
Tabernaemontana elegans sdo os alcaléides monoméricos indolicos (dregamina e
tabernaemontanina e os alcaldides bisindélicos (conoduramina e tabernaelegantinas).?
Os alcalGides bisinddlicos tabernaeleganitinas sdo raros em outras espécies e portanto marcadores

importante quimiotaxonomicos confiavel para Tabernaemontana elegans.

Q. 0,(:Hg
IH:C
N o i,
(1
TABERNEAMONTANINA DREGAMINA (1)
Formula Molecular: Cy;HzsN,05 Formula Molecular: CyHysN,O5

Nome sistemético: Metil (16R,208) - 3 - ox0 -

- Nome sistematico: Metil 3-0x0-19,20-
19,20-dihidrovobasan-17-metanoato

dihidrovobasan-17-metanoato

! http://www.cde.unibe.ch/CDE/pdf/E501 Relat%C3%B3rio.pdf. 04.02.2012

>Bull. Misc. Inform. Kew1894: 24 (1894).
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2.1.3. Ximenia americana

2.1.3.1. Classificacdo taxonomica

Nome cientifico: Ximenia americana L

Sindnimo: Ximenia aculeata Crantz,
Nome vernacular: Nthunguluka
Reino: Plantae

Divisdo: Tracheophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Santalales

Género: Ximenia

Familia: Olacaceae

Espécie: X. americana

Figura 3. Ximenia americana

2.1.3.2.  Descricdo botanica

A Ximenia americana € um arbusto ou pequena arvore com a coluna de ponta branchlets. As
flores agrupadas nas axilas dos espinhos, pequenas, verde - branco com uma "barba" anca na
garganta. O fruto elipsoide, com 2,5 cm de comprimento, amarelo e vermelho quando maduros. A

fruta é comestivel, mas muito azeda. (Hutchings, 1996).
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2.1.3.3.  Actividade anti - fungica dos extractos da Ximenia americana

De acordo com James et al (2007), os extractos aquosos e metandlico das folhas, das cascas, e
das raizes da Ximenia americana indicaram presenca de carbohidratos, na forma de acucares e
amido sollveis excepto o extracto aquoso das folhas. Foi indicada presenca de saponinas,
glicosideos cardiacos e antraquinonas em todos os extractos, excepto as antraquinonas que ndo

foram detectadas nas folhas.

Observagdes semelhantes foram obtidas nos extractos das folhas por Ogunley & Ibitoye (2003)
que também detectaram a presenca de flavondides e taninos em todos os extractos enquanto 0s

alcal6ides estiveram sempre ausentes.

A actividade antifingica e antibacteriana dos extractos cloroférmicos, metanolico e aquosos das
folhas e raizes da Ximenia americana foi testada e concluiu-se que o extracto metandlico foi mais

activo e o extracto aquoso também mostrou elevada actividade (Ogunleye e Ibitoye, 2003).

Segundo Brasileiro et al (2007) a presenca de polifenois pode ser um forte indicativo da actividade

antifungica e anti - inflamatoria.
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2.1.4. Zanthoxylum capense

2.1.4.1. Classificacdo taxondmica

Nome cientifico:  Zanthoxylum  capense
(Thunb.) Harvey

Sinonimo: Fagara capensis

Nome vernacular:  Manungwani
Reino: Plantae

Divisdo: Tracheophyta

Classe: Spermatopsida

Ordem: Sapindales

Familia: Rutaceae

Género: Zanthoxylum

Espécie: Z. capense

Figura 4. Folhas de Zanthoxylum capense

2.1.4.2.  Descricdo botanica

E usualmente uma arvore multi — ramificada de cerca de 5 metros de altura, mas pode alcangar 10
metros em condicdes favoraveis. A presenca de espinhos sobre a casca verde € uma caracteristica
desta arvore. As folhas sdo divididas por varios pares de folhas, cada um com cerca de 20 mm em

largura, com pontos translicidos (glandula de éleo) ao longo das bordas.

As flores sdo brancas - esverdeadas; as frutas com cerca de 5 mm em didmetro, racham quando

maduras mostrando um brilho preto das sementes (Hutchings, 1996 e Palgrave, 2002).

Dércia Da Luisa Ernesto UEM_2013 10


http://zipcodezoo.com/Key/Plantae/Tracheophyta_Phylum.asp
http://zipcodezoo.com/Key/Plantae/Spermatopsida_Class.asp

Estudo fitoquimico e avaliacdo da actividade antifingica das raizes de Elephantorrhiza elephantina,
Tabernaemontana elegans, Ximenia americana e Zanthoxylum capense

2.1.4.3.  Usos medicinais de Zanthoxylum capense

N&o ha registo sobre a actividade antifingica poréem, é conhecida actividade anti - plaque e anti -
inflamatdria da sanguinarina e € comercialmente usada em pastas de dentes e enxaguadores orais
(Wyk et al, 1997).

2.1.4.4.  Alguns compostos isolados de plantas da familia Rutaceae
N&o h& um estudo detalhado da Zanthoxylum capense, quimicamente a planta é pouco conhecida;
no entanto um largo nimero de espécies Zanthoxylum tém sido estudadas e muitas destas contém
actividade biologica atribuida aos alcaldides benzofenatridinas, com particular significancia para

sanguinarina e alcaldides relatados os quais acredita-se estarem presentes também na Zanthoxylum

capense (Wyk et al, 1997).
o)
(10
o
o) N
\—o

Figura 5. Férmula estrutural da Sanguinarina (1V)

O extracto de diclorometano de Zanthoxylum capense, contém muitos constituintes complexos

(maioritariamente compostos fendlicos).

2.1.45. Composicdo fitoquimica de algumas espécies Zanthoxylum e actividade
biol6gica

As cascas da Zanthoxylum davyi da familia Rutaceae tém produzido cinco alcaldides
benzofenantridina, cheleritrina, dihidrocheleritrina, 6-hidroxidihidrocheleritrina e 6-metoxi-7-
demetildihidrocheleritrina, juntamente com 4 — metoxi — 1 — metil -2 (1H) - quinolinona e o

incomum lignano meso — sesamina (Tarus et al, 2006).
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As cascas de Zanthoxylum americum Mill contém alcaldides: nitidina, lauriflorina,
candicina, cheleritrina, magnoflorina, tembetarina, berberina, N-metil — socoridina, cumarinas:
aloxantoxiletina,  xantiletina, xanthoxiletina, aloxanthowiletina, 8- (3, 3-dimetilalil)
aloxantoxiletina, imperatorina, isoimperatorina, psoraleina, dipetalina, lignanos: sesamina e

asarinina (Tarus et al, 2006)

Figura 6. Formula estrutural da Berberina (V)

Santiago (2007) comprovou a presenca do alcaldide berberina nas raizes de Zanthoxylum capense

por analise cromatogréafica das suas raizes.

2.2. Resposta das plantas frente ao ataque de fitopatégenos

Embora aparentemente indefesa frente ao ataque de agressores ou até mesmo em condicOes
adversas, as plantas apresentam estratégias de defesa que permitem o retardamento ou até mesmo a
inibicdo dos agentes fitopatdgenos, tais como fungos, bactérias virus, nematoides e insectos. As
plantas reagem ainda sob estresse abidtico, como por exemplo, variagdes de temperatura, auséncia
de agua ou tratamento com agentes quimicos. Esta defesa € composta de resposta constitutiva a qual
encontra-se presente nas plantas, e a resposta induzida que ocorre ap6s o ataque de fitopatdgenos ou

inicio de estresse abiotico (Fernandes et al, 2009).

As plantas sdo continuamente expostas a um grande numero de patogénicos, como resultado,
apresentam um complexo mecanismo de defesa para reconhecer e se proteger, através do
desenvolvimento de barreiras, como mecanismos de defesa pré e p6s formados que restringem a
infeccdo ou colonizagdo. Em ambas as categorias, 0s factores, envolvidos na resisténcia podem ser

subdivididos em estruturais ou bioquimicos (Vigo-Schultz, 2008).
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A activacdo do mecanismo de defesa da planta ocorre por meio de sucessivos eventos e sinais que
se iniciam no reconhecimento pela planta do agente agressor e culmina com activagédo das barreiras

fisicas e quimicas envolvidas no processo (Fernandes et al, 2009).

Os estruturais actuam como barreiras fisicas, enquanto os bioquimicos actuam atraves da producao
de substdncias toxicas ou repelentes ao patogénico ou criando condigdes adversas ao
estabelecimento deste na planta (Vigo-Schultz, 2008).

Os factores de resisténcia pré — formados séo aqueles presentes na planta antes do contacto com o
patogénico e sdo denominados defesas constitutivas sendo representados por estruturas tais como:
ceras, cuticula, parede celular espessa, tricomas, fibras vasculares, bem como substancias quimicas
pré — formadas, como fenois alcaloides, lactonas insaturadas, glicosideos fendlicos e cianogénicos,

fitoxinas, inibidores proteicos e enzimas hidroliticas (Vigo-Schultz, 2008).
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2.3. Algumas classes de compostos com actividade antifingica

As principais classes de compostos com actividade antifingica sdo alcaldides, flavondides, taninos

cumarinas, lignanos, esteroides e saponinas.
2.3.1. Alcaldides

A definicdo mais aceite para os alcal6ides é a de Pelletier (1883) segundo a qual os alcalbides
sdo compostos organicos nitrogenados (geralmente de origem vegetal), derivados de aminoacidos
possuem propriedades basicas de distribuicdo restrita, com propriedades farmacoldgicas
importantes a dose baixa e que respondem a reac¢fes comuns de precipitacdo e sdo encontrados
predominantemente em angiospermas (Henriques et al 2002 citado por Bezerra, 2008).

Essa classe de compostos € conhecida pela presenca de substancias que possuem acentuado efeito
no sistema nervoso, sendo muitas delas largamente usadas como venenos ou alucingenos (Bezerra,
2008).

Tabela 1. Testes gerais de reconhecimento de alcal6ides

Reactivo Resultados esperado Referéncias

Aparecimento de um  precipitado laranja | Raaman, 2006,

Reagente de Dragendorff avermelhado indica teste positivo

Formacdo de precipitado branco ou creme indica | Raama,n 2006,

Reagente Mayer presenca de alcaldides.

O aparecimento de um precipitado castanho - | Raaman, 2006,
Reagente de Wagner avermelhado confirma teste positivo

Aparecimento de um precipitado amarelo cristalino | Raaman, 2006,
Reagente de Hager indica presenca de alcaldides. Precipita a maioria

dos alcal6ides e os picratos podem cristalizar

(Reactivo de Ehrlich) Forma - se uma coloracéo amarela. Raaman, 2006,

Reacgéo do Vitali — Morin Observa-se uma coloragéo violeta Raaman, 2006,
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2.3.2. Flavondides

Os flavonoides sdo compostos fendlicos que possuem na sua estrutura dois anéis benzeno
separados por uma unidade de propano. Os flavonoides apresentam a seguinte cadeia carbdnica Cs—

C3 — Cs, mais especificamente compostos com funcionalidade fenilbenzopirano (Grotewold, 2007 &
Mann, 1998).

Figura 7. Formula estrutural do esqueleto bésico dos flavonoides (V1)

2.3.2.1. Classificagdo dos Flavonoides

Dependendo da posicdo do sistema de ligacdo do anel aromatico metade deste grupo de produtos
naturais podem ser divididos em trés (3) classes a citar (Grotewold, 2007):

e Flavondides derivados de 2- Fenilbenzopiranos (V1)
e Flavonoides derivados de 3 — Fenilbenzopiranos (Isoflavondides) (Vi)
e Flavondides derivados de 4-Fenilbenzopiranos (neoflavonoides) (1X)

Estes grupos possuem o mesmo precursor biossintético - a Chalcona, sdo biogénicamente e
estruturalmente relatados:

@)
94 ®
CL

VIl VI

Figura 8. Estrutura geral dos flavondides com mesmo precursor biossintético

Dércia Da Luisa Ernesto UEM_2013 15



Estudo fitoquimico e avaliacdo da actividade antifingica das raizes de Elephantorrhiza elephantina,
Tabernaemontana elegans, Ximenia americana e Zanthoxylum capense

2.3.2.2.  Propriedades biologicas dos Flavonoides

Os Flavonodides sdo compostos fendlicos, sintetizados pelas plantas em resposta a infec¢do
antimicrobiana justificando assim a sua acc¢do antimicrobiana frente a varios microorganismos.
Agem como potentes antioxidantes, possuem actividade contra bactérias e fungos; esta actividade
da-se provavelmente devido habilidade de complexacdo com a parede bacteriana. Os flavonoides

lipofilicos podem perturbar a integridade estrutural da membrana celular (Sartori, 2005).

Os flavondides tém grupos hidroxilo sobre seu anel B o que aumenta mais a sua actividade
contra microorganismos, do que as flavonas com grupos — OH ndo ligados ao anel. Este facto pode
levantar a hipdtese de que o mecanismo de accdo seja em alvos na membrana plasmatica.
Compostos lipofilicos podem interromper a estrutura da membrana microbiana e a maior
hidroxilacdo do composto pode levar a maior actividade antimicrobiana por aumento de toxicidade

aos microorganismos (Cowan, 1999).

Os compostos fenolicos hidroxilados actuam possivelmente por inibicdo de enzimas através de
reac¢Ges com grupos sulfidrilos e por interacGes inespecificas com proteinas, embora nédo tenha sido

comprovada uma relacdo entre o grau de hidroxilacéo e actividade toxica (Sartori, 2008).

Outras actividades bioldgicas sdo citadas como, actividade antialérgica, anti - inflamatoria, anti

- viral, anti - cancerigena, vasoprotectora, anti - hepatotdxica e insecticida (Mendes, 2009).

2.3.3. Taninos

Sdo grupos de substancias fenolicas poliméricas que precipitam com solucdo de gelatina, uma
propriedade conhecida como adstringente. Os taninos estdo divididos em dois grupos: taninos
hidrossollveis ttm como unidade béasica o acido galico, usualmente como ésteres de maltiplos de

D-glucose, e taninos condensados (Mann, 1998; Kokate, 2008).

A maioria dos taninos condensados mas importantes sdao chamados proantocianidrinas e séo
derivados de flavonoides monoméricos. Nas plantas, os taninos tém uma accdo inibitdria do
crescimento de insectos e perturbam a digestdo de ruminantes. Acredita-se que actividade
antimicrobiana deste composto se deve a sua interac¢do sobre as adesinas, proteinas da parede

celular e sua capacidade de unir-se a polissacarideos (Sartori, 2005).
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2.3.3.1.

Ensaio de reconhecimento de flavonoides e taninos

Os ensaios cromaticos apresentam importancia como estagio preliminar de analise e, em alguns

casos € possivel distinguir as diversas classes de flavondides.

As cores obtidas variam conforme o nucleo, 0 nimero e a disposicdo dos grupos hidroxilos

substituintes. Dessa forma, os hidroxi - flavonodides reagem a frio com solugbes alcalinas,

resultando em fenolatos geralmente corados, sollveis em &gua, mas decomponiveis por acidos. Os

vapores de amonia mudam a coloracdo das antocianinas de vermelho para azul e de calconas e

auronas, de laranja para vermelho. Alguns exemplos de ensaios cromaticos estdo apresentados a

seguir na tabela 2.

Tabela 2. Alguns ensaios quimicos de reconhecimento de taninos e flavonoides

Reactivo

Teste de Shinoda ou de

cianidrina

Cloreto de ferro (111)

Gelatina

Acetato de chumbo

Reagente alcalino

Reagente da Prussia

Acido sulfarico concentrado

Resultado esperado para teste positivo

Aparecimento de coloragdo com tonalidade avermelhada
(laranja, rosa, vermelho)

Desenvolvimento de coloracdo azul indica reacgéo positiva
para taninos, verde para flavonoides e castanho para
polifenois

Desenvolvimento de precipitado indica reaccdo positiva

O precipitado branco volumoso indicada presenga de
compostos fendlicos.

A solugdo amarela fluorescente indica a presenga de
flavondides

A presenca de taninos é indicada pelo aparecimento de

uma cor azul.

As flavonas e flavondis formam solucGes fortemente
amareladas e as calconas e as auronas formam coloracdo

vermelha e carmim

Referéncia

Raaman, 2006

Raaman, 2006

&
Grotewol, 2007

Raaman, 2006 ;
Kokate et al,
2008

Raaman, 2006

Raaman, 2006

Raaman, 2006

Mendes, 2009
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2.3.4. Saponinas

As saponinas sdo glicosideos de terpenos policiclicos ou de esteroides. Possuem uma estrutura
anfipatica, com caracteristicas lipofilicas (triterpeno ou esterdide) e outra parte hidrofilica
(acucares), que determina a propriedade de reducdo da tensdo superficial da agua e suas accdes
detergentes e emulsificantes (De Lima, 2009).

2.3.4.1. Classificacao das saponinas

As saponinas podem ser classificadas de acordo com o ndcleo fundamental da aglicona ou, ainda,

pelo seu caracter &cido, basico ou neutro.

Quanto aglicona denominam-se saponinas esteroidais e triterpénicas. O caracter acido pode ser
devido a presenca de um agrupamento carboxilo na aglicona ou na cadeia de acglcares ou em
ambos. O caracter basico decorre da presenca de nitrogénio (De Lima, 2009). Outros grupos
oxigenados que podem ser encontrados em saponinas séo -CH,OH ou —CHO.

HOOC

HO
a) HO

b) HOOC o
Ho%/
OH

HO

Figura 9. Representacdo estrutural das saponinas esteroidais a) e triterpenicas b).

Outra classificacdo é referente ao nimero de cadeias de acgucares ligadas na aglicona. Assim, as
saponinas monodesmosidicas (Figura 10, a)) possuem uma cadeia de aguUcares, enquanto as
bidesmosidicas (Figura 10 b)) apresentam duas cadeias de agucares, uma ligada ao grupo hidroxilo
em C-3 e a outra em C-22 (Wina et al, 2005); que confere alto peso molecular e dificil identificagdo

destas substancias pelas técnicas actuais (De Lima, 2009).
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Figura 10. Representacéo estrutural das saponinas monodesmosidicas a) e saponina bidesmosidicas b)

2.3.4.2.  Propriedades bioldgicas das saponinas

As saponinas sao substancias derivadas do metabolismo secundario das plantas, relacionados com o
sistema de defesa. Sdo encontradas nos tecidos que sdo mais vulnerdveis ao ataque fungico,

bacteriano ou predatorio dos insectos (Wina et al, 2005; De Lima, 2009)

As saponinas tém ac¢do antimicrobiana, prevenindo o crescimento de fungos, podendo ser
consideradas uma parte do sistema de defesa das plantas e indicadas como “fitoprotectoras”
(Pizarro, 1999 citado por De Lima, 2009). Possuem acc¢do antifingica e o mecanismo principal

sugerido para esta actividade € a interaccdo com os esterdides da membrana (Alvares, 2006).
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3. METODOS DE ANALISES DE PLANTAS

Nos métodos de andlise das plantas comecamos por mencionar 0os métodos de isolamento e
purificacdo das diferentes classes de metabolitos secundarios que podem ser encontrados nas

plantas.
3.1. Meétodos de extraccédo e isolamento
3.1.1. Extraccdo

A extraccdo baseia-se no principio de que o polar dissolve polar e apolar dissolve apolar e,
portanto, a utilizacdo de um solvente para a separagdo do componente desejado ndo € especifica,
podendo extrair também alguns componentes ndo desejados sollveis ao solvente de extraccao nas

condicdes de analise (Luthria, 2004).

Os métodos séo escolhidos com base nas varias propriedades fisico-quimicas dos compostos de
interesse. Estas incluem o coeficiente de parti¢cdo solvente agua ou organico, polaridade relativa da
molécula, estabilidade da molécula na luz e escuriddo, bem como as temperaturas empregadas

durante o processo de extraccdo (Cseke et al, 2006).

Baseada nestas propriedades a extraccdo € uma técnica usada para separar substancias de
solugdes, suspensdes liquidas extrac¢do liquido-liquido ou para separar uma substancia de um

solido por meio de um solvente, extrac¢do sélido-liquido (Mendes, 2009).

Sdo apresentados os métodos de extraccdo solido-liquido como decoccdo, Infusdo maceracéo,
Soxhlet e Sonda de Ultra-Som, dos quais a extraccdo por Soxhlet e Ultra -Som foram empregues no

presente trabalho.

3.1.2. Extracgéo com Soxhlet

O método de Soxhlet foi descrito por Franz Von Soxhlet em 1879 é um exemplo de um
processo continuo de extraccdo solido — liquido. Neste método a amostra € seca, moida em
pequenas particulas colocadas em um filtro de celulose ou papel; o filtro € colocado na camara de

extraccao que esta suspenso acima de um baldo contendo solvente e abaixo de um condensador.
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3.1.2.1.  Vantagens do uso de Soxhlet

A extraccao por Soxhlet é uma técnica que requer menos quantidades de solvente e por outro lado €
um processo continuo que pode ser interrompido (Santiago, 2007).

3.1.2.2.  Desvantagens do uso de Soxhlet
Condensador

E muito lento, maior tempo de analise que implica grande -

perda de agua (uma vez que o Soxhlet tem um sistema de

arrefecimento & base de 4gua) e maior consumo de corrente Camara de etraccdo
eléctrica. A substancia a ser extraida é aquecida durante Sifdo

. . ~ Vapor T
muito tempo correndo o risco de sofrer transformacdes, .
Solvente de extracgéo

oxidacdes, hidrdlise entre outros (Santiago, 2007).
Bal&o destilacdo

Figura 11. Esquema do extractor de Soxhlet

3.1.3. Extraccdo com Sonda de Ultra — Som

O Ultra - Som é uma técnica de extraccdo que utiliza a energia de ondas sonoras geradas em
frequéncias superiores a capacidade auditiva do ser humano. Estas ondas sonoras criam uma

variacdo na pressdo do liquido empregado no processo, gerando cavitacdo (Melecchi, 2005).

A utilizacdo de ondas ultra - sonicas de alta frequéncia (20-10 kHz) causa mudancas fisicas e
quimicas permanentes por produzirem cavitacdo e microfluxos nos liquidos, aquecimento e ruptura
nos sélidos e instabilidade na interface de sistemas liquido — liquido e liquido — g&s (Melecchi,
2005).

Os principais efeitos do Ultra — Som quando empregado como técnica de extraccdo sdo (Melecchi,
2005):

e Aumento da permeabilidade da parede celular;

e A producdo da cavitacdo (formacdo espontanea de bolhas num liquido abaixo do seu ponto

de ebulicéo resultantes do esforgo dindmico);
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e Aumento de tensdo mecanica das células (também denominado interface de friccao);

-

o PR SRS,

Figura 12. Exemplo de uma extrac¢do usando a Sonda de Ultra — Som

O Ultra — Som tem sido empregado como método de extraccdo alternativo ao Soxhlet aplicado na
extraccdo de diferentes compostos organicos. O efeito do Ultra — Som no processo de extracgdo
depende da frequéncia e capacidade do equipamento e do tempo empregado para a extrac¢ao alguns
autores tém informado a ocorréncia de transformacBes quimicas nos extractos resultantes da

utilizacdo de longo tempo de extracgdo (Melecchi, 2005).

Ainda que a eficiéncia desta técnica tenha sido citada como igual ou melhor, que a obtida com o
extractor de Soxhlet, sdo muito escassos os trabalhos que referenciam seu uso para a extraccdo de
produtos naturais de plantas (Melecchi, 2005).

3.1.3.1.  Vantagens do uso da Sonda de Utra — Som

Alta reprodutibilidade, possibilidade de utilizacdo para uma ampla variedade de tamanhos de
amostras, rapidez no processamento da amostra e baixo custo (Melecchi, 2005).

A Decocgdo consiste em ferver o material vegetal com solvente adequado de modo a extrair
principios activos; o material solido é previamente moido, s6 entdo é adicionado o solvente e

submetido a fervura (Mendes, 2009).

Dércia Da Luisa Ernesto UEM_2013



Estudo fitoquimico e avaliacdo da actividade antifingica das raizes de Elephantorrhiza elephantina,
Tabernaemontana elegans, Ximenia americana e Zanthoxylum capense

A Infuséo tem como base impregnar um solvente em ebuli¢do sobre o material solido previamente

moido, deixando ficar em contacto durante um determinado periodo (Mendes, 2009).

A extraccdo por maceracao consiste em submeter amostra (material vegetal) solido previamente

moido accao de um solvente a temperatura ambiente (Cseke et al, 2006).

3.1.3.2.  Métodos de separacao e purificacao

Os extractos obtidos pelas técnicas de extraccao e isolamento sdo na sua maioria impuros, sendo
necessaria a sua separacdo e purificacdo. O nivel de complexidade da técnica a aplicar dependera
dos interesses dos investigadores e em grande medida das propriedades de solubilidade e
volatilidade dos compostos a serem separados. Assim sendo, a separagdo e purificacdo dos

constituintes das plantas € feita aplicando uma, ou a combinacéo de técnicas cromatogréaficas.

3.1.4. Cromatografia

E uma técnica de separacdo e identificacdo dos componentes de uma mistura baseada na
diferenca de velocidade de arrastamento dos solutos por uma fase movel liquida ou gasosa através

de uma fase fixa estacionéria (Skoog et al, 2006).

Existem varias técnicas cromatograficas que podem ser subdividas em varias tipos de acordo

com a natureza das fases, ou mecanismos de separagao.
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Cromatografia

Cromatografia
Gasosa

Fase mével: Gas

Cromatografia
Liquida .
Fase movel: liquido

COLUNA PLANAR

iaCromatografig
Gés - solidg| Gas-liquida
F.E: sélido F.E: liquido

|
| |

Cromatografia | Cromatografia (cromatografia
liquido-sélid liquido-liquidp [Liquida . F.E: sélido
FE:solido | | ¢ e tiquido | | MPLCe HPL

Cromatografia €
camada fina
F.E: sdélido

romatografia
em papel
F.E: sélido

Figura 13. Esquema de classificacdo da cromatografia com base no estado fisico das fases movel e

estacionaria.

3.1.5. Cromatografia em camada fina (CCF)

Neste método a fase estacionaria consiste de uma camada fina de adsorvente sélido (geralmente
alumina ou silica gel) impregnado numa superficie de aluminio ou de vidro e a fase mdvel é um
solvente ou mistura de solventes no estado liquido. A fase moével percorre a fase estacionaria por
capilaridade e é durante este fendmeno que ocorre a separacdo dos componentes da amostra (Skoog
et al; 2006).

Dependendo das propriedades fisicas do (s) componente (s) a separar, varias combinacdes entre a
fase movel e estacionaria podem ser feitas de modo a obter separacBes nitidas das manchas dos

componentes da amostra.

A identificacdo dos compostos por este método é feita mediante a comparagdo dos valores dos
indices de retencdo (Ry) obtidos experimentalmente com os indices de reten¢éo padrdes, obtidos nas

condicdes similares de analise. Tais valores sdo obtidos através da seguinte razao:
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' T Rf — distancia percorrida pela amostra (Dx)
Dy distancia percorrida pelosolvente (Dy)

Dix

Figura 14. Determinacdo préatica do R¢

Caso se obtenha apenas uma mancha na placa cromatografica, significa que o composto em solugéo
é puro, excepto situacbes de terem havido inconvenientes. Se as manchas dos componentes forem
coloridas sdo marcadas directamente na placa e se ndo forem coloridas faz-se uma visualizacdo por

agentes fisicos (luz ultravioleta) ou quimicos (reagentes especificos para grupos funcionais).

3.1.5.1. Vantagens do uso de cromatografia em camada fina
e Uso de pequenas quantidades de solvente;

e A polaridade do solvente ou o tipo de mistura de solventes pode ser alterada em pouco

tempo;

e Permite que se analisem na mesma placa varias amostras ao mesmo tempo. Numa placa

de dimenséo 20 x 20 cm podem-se analisar simultaneamente cerca de dezoito amostras.

e E uma técnica de baixo custo e com reprodutibilidade dos resultados.
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A maior desvantagem da CCF reside na dificuldade de pulverizacdo uniforme da amostra contida na
camada adsorvente nas placas de suporte.

3.1.6. Cromatografia em Coluna Normal

Este processo baseia-se nas interac¢cdes do soluto com os centros activos de um adsorvente solido
finamente dividido que é a fase estacionaria. Esta técnica pode ser usada para o fracionamento dos
compostos da mistura de acordo com a sua polaridade, podendo também ser usada como uma
técnica de pré-purificacdo (Zugunza, 2010).
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4. PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo do trabalho sdo apresentados os equipamentos e as metodologias usadas para a

realizacdo dos ensaios experimentais com base nos objectivos definidos.

As analises quimicas foram realizadas no Laboratorio de Quimica dos Produtos Naturais, Faculdade
de Ciéncias, Departamento de Quimica da Universidade Eduardo Mondlane e o0s testes de
actividade antifungica foram realizados no Laboratério de Fitopatologia da Faculdade de

Agronomia e Engenharia Florestal da Universidade Eduardo Mondlane.

4.1. Esquema geral do trabalho experimental

Colheita das amostras

!

Preparagdo da amostra

l

Extraccéo

)
! }

Sonda de Ultra — Som [ Soxhlet }
Extracto Hidroalcodlico Extracto aquoso Extracto aquoso

» Testes fitoguimicos
Testes de actividade
antifungica

A

A

Figura 15. Esquema geral do trabalho experimental
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A tabela 3 apresenta as a plantas em estudo as nome cientificos e as partes das plantas analisadas

Tabela 3. Plantas em estudo

Familia Nome cientifico Nome vernacular Partes da planta
analisadas
Apocynaceae Tabernaemontana elegans Calhu Raizes
Fabaceae Elephantorrhiza elephantina Xivurai Raizes
Olaceae Ximenia americana Nthunguluka Raizes
Rutaceae Zanthoxylum capense Manungwani Raizes
4.2. Colheita das amostras

As amostras foram colhidas nas provincias de Gaza e Maputo, entre Janeiro a Maio e identificadas
segundo a nomenclatura cientifica e vernacular, no Departamento de Ciéncias Bioldgicas, da
Universidade Eduardo Mondlane, pelo estudante finalista Cremildo Maueia, supervisionado pela dr®
Filomena Barbosa docente da seccdo de Botanica, com a participacdo do estudante Etelvino Magan
Santiago, com a supervisdo do Prof. Doutor Viktor Sevastyanov em 2007. Mais informacdes podem

ser encontradas no trabalho final do curso dos estudantes citados.

4.3. Tratamento das amostras

4.3.1. Secagem e moagem das amostras

As amostras das raizes foram fragmentadas em pequenos pedacos, secou -se primeiro a temperatura
ambiente e posteriormente na estufa a 50°C, depois pesou-se até peso constante de modo a garantir
a auséncia da humidade que poderia influenciar na moagem. A moagem do material vegetal foi feita
no Instituto de Investigacdo Agraria de Mocambique e conservou-se em garrafas esmeriladas

previamente lavadas e submetidas a secagem na estufa a temperatura de 100°C (Santiago, 2007).
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4.4, Extraccdo

Obs. ¢é apresentado no anexo 2 0 esquema de extrac¢do dos metabolitos secundarios.

4.4.1. Extracgdo por Soxhlet
Pesou-se 50.046, 50.067, 49.225 e 46.736 gramas do po das raizes Elephantorrhiza elephantina,

Tabernaemontana elegans, Ximenia americana, e Zanthoxylum capense respectivamente e foram
colocados em cartuchos submetidos a extraccdo por Soxhlet durante 72 horas em média e/ou até

descoloragdo do extracto, tendo usado 350 mL do solvente agua destilada.

4.4.2. Extraccdo com sonda de Ultra — Som

Pesou-se 16.689, 16.408 e 15.577 gramas do pd das raizes de Tabernaemontana elegans, Ximenia
americana, e Zanthoxylum capense respectivamente, foram submetidos a extraccdo com uso de
Sonda de Ultra — Som, durante 30 minutos a 50 °C, com uma pulsac¢do de 30>> 30°° e amplitude de
75%, com 120 mL de solvente H,O destilada.

4.4.3. Preparacdo dos extractos hidroalcodlicos

Pesou-se 16,008g do p6 das raizes de Tabernaemontana elegans, 16,061g de Ximenia americana,
16,2219 de Zanthoxylum capense, foram submetidos a extrac¢do por Sonda de Ultra — Som, durante
20 minutos a 40 °C com pulsacdo de 30’ 30>’ e amplitude de 75%, com 150 mL de solvente,
mistura hidroalcdolica na proporcéo (1:1) EtOH: H,O destilada. E apresentado em anexo (Anexo 1)

0 esquema de extraccao.

4.4.4. Concentracao dos extractos

Os extractos aquosos obtidos por Soxhlet foram concentrados com rota — vapor, acoplado ao banho
— maria, a 80 °C e rotagdo do baldo de 80 RPM. Os extractos obtidos com Sonda de Ultra — Som
foram filtrados duas vezes utilizando papel de filtro da marca Whatman n° 113 por gravidade,

depois concentrados em rota vapor.
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4.5. Ensaios qualitativos

Com vista a apurar a composicao fitoquimica das raizes das plantas em estudo foram realizados
testes tipicos em extractos brutos de 5 classes principais dos metabdlitos secundarios.

45.1. Ensaio de reconhecimento de alcaldides

45.1.1. Anaélise de alcaldides

Para realizar o ensaio de reconhecimento de alcaloides dissolveu-se em 20 mL de HCI diluido cerca
de 50 mg dos extractos aquosos e hidroalcoolicos das raizes de Elephantorrhiza elephantina,
Tabernaemontana elegans, Ximenia americana e Zanthoxylum capense, obtidos por Soxhlet e de
sonda de ultra — som. Filtrou — se por gravidade.

As solucbes acidas obtidas dos extractos foram separadas em quatro (4) tubos de ensaio, para
verificar a presenca de alcaldides e em cada um dos tubos adicionou-se trés gotas dos reagentes de
identificacdo que seguem:

TUBO I. Reagente de Hager
TUBO II. Reagente Dragendorff
TUBO lII. Reagente Mayer
TUBO IV. Reagente Wagner.

Em todos os ensaios foi preparado um branco, onde se colocou agua destilada e acidificou-se com

HCI 10%, adicionou - se o reagente de identificagdo qualitativa.

45.2. Ensaios de reconhecimento de flavondides e taninos

a) Anélise de flavondides e taninos

Para realizar o ensaio de reconhecimento de flavondides dissolveu-se em 20 mL de agua cerca de
50 mg dos extractos aquosos e hidroalcodlicos das raizes de Elephantorrhiza elephantina,
Tabernaemontana elegans, Ximenia americana e Zanthoxylum capense, obtidos por Soxhlet e de

sonda de ultra — som. Filtrou — se por gravidade.
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As solugdes aquosas obtidas dos extractos foram submetidas aos testes de reconhecimento de

flavonoides e taninos com os reagentes apresentados na tabela 2.

4.5.3. Ensaios de reconhecimento de saponinas e esteroides — triterpendides

a) Teste de espuma

Tomou-se 50 mg do extracto diluiu-se em 20 mL de &gua destilada e filtrou, de seguida tomou-se 5
mL do extracto agitou energicamente durante 1 min observou-se a formacdo de espuma nos tubos
contendo extractos aquosos obtidos por Soxhlet das raizes de Elephantorrhiza elephantina, Ximenia
americana e Zanthoxylum capense. Para 0s extractos aquosos e hidroalcodlicos obtidos por Sonda
de Ultra — Som observou-se a formacdo de espuma para o extracto hidroalcodlico de Ximenia

americana.

b) Reacgéo Liebermann — Buchard

e Extracto obtido por Sonda de Ultra — som
Transferiu-se para tubos de ensaio 3 mL dos extractos aquosos e hidroalcodlico de Zanthoxylum
capense, Ximenia americana, e Tabernaemontana elegans obtidos por Sonda de Ultra — Som,
adicionou-se 5 mL de cloroférmio, agitou-se energicamente e observou-se a formacdo de uma
emulsdo, transferiu-se para um funil de separacdo, decantou-se a fase cloroférmica para um tubo de
ensaio seco e adicionou-se 5 mL de cloroférmio agitou-se energicamente, decantou-se a fase
cloroférmica para um tubo de ensaio seco.
Aos extractos cloroférmicos obtidos adicionou-se 1 mL de acetato de etilo e 3 gotas de &cido
sulfarico concentrado agitou-se suavemente, observou-se a formacdo de uma cor verde para o
extracto cloroférmico de Zanthoxylum capense; castanha para o extracto cloroférmico de
Tabernaemontana elegans, e cor castanha - escura para o extracto cloroférmico de Ximenia
americana. Todas as reacces sdo exotérmicas, observou-se uma efervescéncia com a adigdo do

acido sulfurico concentrado.
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e Extracto obtido por Soxhlet

Pesou-se cerca de 0,5 g dos extractos de Elephantorrhiza elephantina, Zanthoxylum capense,
Tabernaemontana elegans e Ximenia americana, obtidos por Soxhlet foram dissolvidos em 5 mL
de agua destilada cada, fez-se extraccdo com cloroférmio e analisou-se usando o procedimento
aplicado para os extractos obtidos por Sonda de Ultra — Som, tendo sido observada a formacéo de
uma cor verde - escura para extracto cloroformico de Zanthoxylum capense e nenhuma mudanca
nos extractos de Tabernaemontana elegans e para os extractos cloroférmico de Elephantorrhiza
elephantina e Ximenia americana visualizou-se 0 aparecimento de uma coloracdo castanha - clara e
escura respectivamente.

O desenvolvimento de coloragéo na zona de contacto e/ou coloragdo na fase acética indica presencga
de desoxi agUcares, sendo azul para esterdides e verde para triterpenos.

Obs. Em anexo (Anexo 3) apresenta-se 0 esquema de extrac¢do dos metabolitos secundarios.

4.5.4. Ensaio de reconhecimento de Antragquinonas

Dissolver alguns miligramas do extracto seco em 5 mL de tolueno. Filtrar se necessario. Adicionar
2 mL de solucdo de NH4,OH a 10%, agitar suavemente. O aparecimento de coloracdo rdsea,

vermelha ou violeta na fase aquosa, indica reaccao positiva.

4.5.5. Cromatografia em camada fina

Neste trabalho é aplicada a técnica de cromatografia em camada fina (CCF) para anélises dos
extractos aquosos e hidroalcodlicos das raizes de Elephantorrhiza elephantina, Tabernaemontana

elegans, Ximenia americana e Zanthoxylum capense.

Estes extractos foram submetidos a cromatografia em camada fina (CCF) usando como fase
estacionaria silica gel 60 Fys4 (Merck) sobre as placas comerciais de aluminio (20 x10 cm) e como

fase movel:

e Acetato de etilo: acido formico: acido glacial acético: agua 50:5.5:5.5:13 para flavonoides
com revelacdo em UV-365nm. Revelador quimico: solucdo alcoolica de cloreto de ferro a
1%.
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e Hexano acetato de etilo (7:3) e (8:2)

455.1. Aplicagdo da amostra
Depois da dissolucdo dos extractos em metanol foram aplicados em placas cromatograficas a uma
distancia de 1.5 cm da extremidade inferior da placa usando tubos capilares de 2 uL de

capilaridade, mantendo uma separagdo minima de 1 cm entre os pontos de aplicagao.

455.2. Desenvolvimento das placas
A eluicdo foi realizada de modo ascendente em tinas cromatograficas adequadas previamente
saturadas com o eluente, tendo-se sempre o cuidado de controlar o nivel do eluente de modo com

que ndo atinja os pontos de aplicagcdo da amostra durante o processo de imersao.
455.3. Sistema de deteccéo

Os componentes separados foram visualizados numa lampada de luz UV a 254nm e as placas
foram pulverizadas com reagente Dragendorff para deteccdo de alcalGides para os extractos de
Tabernaemontana elegans e Zanthoxylum capense e solucdo alcodlica de cloreto de ferro 1% para a
detecc¢do de flavonoides, para os extractos de Elephantorrhiza elephantina e Ximenia americana.

4.5.6. Ensaios de actividade antifungica

45.6.1. Testes de actividade antifungica
Com vista a avaliar a actividade antifungica dos extractos das raizes foram cultivados fungos a
partir de sementes de amendoim, milho e castanha de caju depois inoculados em meio de cultura

Potato dextrose agar (PDA), um nutriente que favorece o crescimento de fungos.
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Tabela 4. Materiais e reagentes

Material
e Placas de Petri Meio de cultura
e Conta— gota, agulha, seringa e PDA - Potato Dextrose Agar
e Parafilme
Aparelhos Microrganismo
e Microscopio e Fungo — Aspergillus flavus
e Fluxo laminar e Fungo — Fusarium ssp
Reagentes e Fungo — Aspergillus niger

e Agua destilada
e Alcool 96%

45.6.2. Preparacdo dos meios de cultivo

O meio de cultura foi preparado segundo as prescri¢des apresentadas pelo fabricante.
> Pesar 39 g do p6 e coloca-lo num copo de Becker;

» Dissolver em 1000 mL de agua destilada, agitando continuamente com um bastdo de vidro

ou com um agitador eléctrico (uso de barra magnética) e levar a ebulicao;
> Esterilizar em autoclave a 121°C por 15 minutos; depois arrefecer em banho- maria 50°C.

> Distribuir os meios nas placas de Petri previamente esterilizadas, em condicbes asséptica
deixar secar a temperatura ambiente e incubar a 25 °C por 24 h para verificar a esterilidade
das mesmas e comprovada a esterilidade conservar na geleira entre 2-8°C identificada com o

nome do meio e data de preparacao.
45.6.3. Cultivo de fungos

Preparacao da camara humida

Para se preparar a camara himida humedeceu -se com &gua destilada, papel de filtro recortado a
medida das placas e previamente esterilizado, colocou-se em placas de Petri lavadas e esterilizadas.

De forma ordenada colocou-se algumas sementes de amendoim, milho e castanha de caju, selou-se
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com parafilme incubou-se & temperatura ambiente durante 7 dias as sementes de milhos foram

depois incubadas em uma incubadora a 25+5°C.

Depois de 7 dias com os microorganismos desenvolvidos na camara humida seguiu-se com o
isolamento e inoculacdo destes em PDA, obedecendo condicgdes assépticas, esterilizou-se o bisturi
em chama de lamparina e arrefeceu-se, abriu-se a placa de Petri contendo o microorganismo tirou-
se uma pequena porcao da coldnia e colocou-se em uma placa de Petri nova com meio de cultivo

PDA,; incubou-se a temperatura ambiente durante 3 a 7 dias.

a. Preparacéo das solugdes dos extractos vegetais

Para obter as solugdes dos extractos vegetais de 100 e 50mg/mL de concentracdo, pesou-se 500,
250 mg do extracto seco respectivamente e adicionou-se 5 mL de agua destilada e agitou-se até

dissolucdo do extracto.
b. Aplicacdo dos extractos

Depois de isolar e identificar os microorganismos requeridos Asperigillus flavus, Asperigillus niger
e Fusarium ssp, seguiu-se a aplicacdo dos extractos onde foi utilizada a técnica de incorporagdo do

substrato;

A técnica do disco de papel de filtro consistiu em colocar sobre 0 microorganismo disco de papel de
filtro esterilizado picotado com tesoura e embebido com extracto em estudo, depois incubou - se por

um periodo de 72 horas;

Técnica de adicdo de gotas que consiste em colocar algumas gotas sobre o microorganismo e
incubar por 72 horas observou-se o tempo de accdo dos extractos obedecendo sempre condicdes

assépticas de modo a evitar a contaminacdo com microorganismos oportunistas.
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5. APRESENTACAO DOS RESULTADOS

5.1.

Resultados da extraccao

Sé&o apresentados nas tabelas 5 e 6 os resultados da extracgdo por Soxhlet (extracto aquoso) e Sonda

de Ultra — Som (extracto aquoso e hidroalcodlico).

Tabela 5. Resultados da extracgdo por Soxhlet e Sonda Ultra — Som usando 4gua como solvente

Espécie / Peso da amostra Peso do extracto V(mL % (m/m) do Tempo de
Técnica em gramas Seco em gramas ) extracto extraccao
Soxhle = Utra-Som | Soxhlet = Utra -Som Soxhlet = Utra-Som = Soxhlet = Utra-Som
t
.elephantina 50,046 N/A 7,383 N/A 350 14,752  N/A 72h N/A
T. elegans 50,067 16,689 6,752 5,097 350 13,485 10,18 72h 1h
X.americana 49,225 16,408 8,914 6,906 350 18,108 14,03 72h 1h
Z. capense 46,736 15,577 7,422 5,182 330 15,881 11,09 72h 1h

N/A= N&o aplicavel

Tabela 6. Resultados da extrac¢do por Sonda Ultra — Som com solvente hidroalcoolico

Peso da
Espécie amostra (g)
T. elegans 16.008
X. americana 16.061
Z. capense 16.221

Peso do

extracto (g)

1.210
0.854
2.917

V (mL)

150
150
150

% Dos extractos = Tempo de
hidroalcodlicos (obtidos por extragédo
sonda de ultra — som)

7.59 % 40 min
5.31% 40 min
5.26 % 40 min

Obs. Néo foram realizados ensaios de extracgdes com solvente aquoso pela técnica de Sonda de

Ultra — Som.
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5.2. Resultados dos ensaios fitoquimicos

As analises fitoquimicas foram realizadas com base em testes cromaticos. Os testes fitoquimicos
realizados sobre os extractos aquosos brutos obtidos por Soxhlet e Sonda de Ultra — Som indicaram
a presenca alcaloides nas raizes de Tabernaemontana elegans e Zanthoxylum capense e flavonoides
e taninos nas raizes de Elephantorrhiza elephantina, Ximenia americana e Zanthoxylum capense.
Os extractos de Elephantorrhiza elephantina, Ximenia americana e Zanthoxylum capense,
indicaram presenca de saponinas conforme ilustram as Tabelas 7 e 8

Tabela 7. Resultados dos ensaios fitoquimicos

Principios Técnica de Elephantorrhiza Tabernaemontana Ximenia Zanthoxylum
activos identificacao elephantina elegans americana capense
El El E2 E3 E1 E2 E3 E1 E2 E3
Dragendorff - + + + - - - + + +
Mayer - + + + - - - + + +
Alcaloides Wagner - + + + - - - + - +
Hager - + + + - - - - - +
FeCl;1% alc. + - - - + + + - + -
H2SO4 conc + - - - - - + - - -
Flavonoides (CH5COO),Pb + - - - + + + - - -
Shinoda + - - + - - -
Gelatina + - - - - - + - - -
Reagente
alcalino - - - - - - - - - -
Saponinas Teste de espuma + - - - + + + + + -
Esteroides — Liebermann -
triterpendides Buchard _- - - - - - -+ + -
Legenda

E 1 = Extracto aquoso obtido por Soxhlet
E 2 = Extracto aquoso obtido por Sonda de Ultra - Som

E 3 = Extracto hidroalcodlico obtido por Sonda de Ultra - Som

Obs.
- = Teste negativo

+ = Teste positivo
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Tabela 8. Resumo dos resultados dos testes fitoquimicos

Principios activos | Técnica / solvente Elephantorrhiz  Tabernaemontana Ximenia @ Zanthoxylum
extracgéo a elephantina elegans americana capense
Soxhlet/ H,0O + - +
Alcaldides Sonda de Utra- Som/ + - +
H,O N/A
Sonda de Utra- Som/ + - +
EtOH: H,0 (1:1) N/A
Soxhlet/ H,0 - + -
+
. Sonda de Utra- Som/ - + +
Flavonodides  H,0 N/A
Sonda de Utra- Som/ - + -
EtOH: H,0 (1:1) N/A
Soxhlet/ H,0O - + -
+
Taninos Sonda de Utra- Som/ - - +
H,0 N/A
Sonda de Utra- Som/ - + -
EtOH: H,0 (1:1) N/A
Soxhlet/ H,0 - - +
Esterdides—  sonda de Utra- Som/ - - +
triterpendides  H,0 N/A
Sonda de Utra- Som/ - - -
EtOH: H,0 (1:1) N/A
Soxhlet/ H,O
+ + + +
Sonda de Utra- Som/
Saponi H,0 N/A + +
aponinas Sonda de Utra- Som/
EtOH: H,0 (1:1) N/A +
Soxhlet/ H,O - - -
Antraquinonas  sonda de Utra- Som/ - - -
H,O N/A
Sonda de Utra- Som/ - - -
EtOH: H,0 (1:1) N/A
Obs. N/A = Né&o Aplicavel
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5.3.

Resultados das analises cromatograficas (CCF)

Os extractos brutos aquosos e hidroalcodlico de Elephantorrhiza elephantina, Tabernaemontana

elegans, Ximenia americana e Zanthoxylum capense foram analisados por cromatografia em

camada fina, utilizando como sistema de eluicdo EtOAc: Hexano (7:3) e EtOAc: H,CO,: AcOH

glacial: H,O (50:5.5:5.5:13), fase estacionaria silica gel 60 F2s4, Merck® sobre a placa de aluminio e

visualizada usando lampadas de UV — Vis a 254nm e posteriormente pulverizada com reagente de

Dragendorff e solucdo alcodlica de cloreto de ferro respectivamente.

Os extractos aquosos brutos das raizes de Elephantorrhiza elephantina, Tabernaemontana elegans,

Ximenia americana e Zanthoxylum capense foram submetidos a fracionamento por cromatografia

em coluna obtendo frac¢Bes metanolicas, das quais duas foram posteriormente analisadas por CCF,

cujos resultados sao apresentados na tabela 9.

Tabela 9. Resultados CCF dos extractos aquosos

Cores das manchas apds R¢
Fraccoes N de UV 254 nm revelacédo de
Espécie (MeOH) manchas Dragendorff | FeCls 4 19
1 5 Visiveis N&o revelou Verde - 0.43
escuro
E. elephantina 2 2 Né&o Visiveis Né&o revelou Verde - 0.43
escuro
1 3 Nao Visivel Laranja- N&o revelou | 0.41
acastanhado
T. elegans 2 1 Né&o Visivel N&o revelou | Néo revelou | 0,38
1 5 Visiveis Verde - 0.15; 0.33;
Nao revelou escuro 0.41; 0.43;
X. americana 050
2 2 Visiveis Néo revelou Verde - 0,23e0,42
escuro
1 3 Visiveis N&o revelou | Nao revelou | 0, 22; 0,37;
0.43
Z. capense 2 2 Visiveis N&o revelou | Néo revelou | 0,10; 0,37
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5.4. Resultados dos ensaios de actividade antifungica
Obijectivando o estudo da actividade antifungica foram isolados trés microorganismos (fungos)
do género de Aspergillus flavus, Aspergillus niger e Fusarium ssp a partir da semente de amendoim

e castanha de caju e semente de milho respectivamente.

Figura 16. Placa de Petri com sementes de amendoim contaminadas com Aspergillus flavus

Testou - se qualitativamente in vitro de forma preliminar a actividade antifungica dos
extractos aquosos e hidroalcodlicos usando o método de difusdo em disco e uma segunda técnica
que consistia na adi¢do de uma gota do extracto sobre 0 microorganismo constatou-se actividade em

todos 0s extractos, apresentando maior actividade os extractos hidroalcodlicos.

A tabela 10 apresenta os resultados dos ensaios qualitativos de actividade antifingica dos
extractos brutos aquosos e hidroalcodlicos das plantas em estudo obtidos por Soxhlet e Sonda de
Ultra — Som sobre trés fungos do género Asperigillus flavus, Asperigillus niger e Fusarium ssp

cujos efeitos sdo representados pelos sinais:

) Negativo onde ndo ha inibig&o;
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(+)
(++)

Moderado apresenta um efeito apreciavel;

Fraco ocorre a inibi¢do do crescimento dos microorganismos, mas quase que ndo observa;

(+++) Elevado inibe de forma mais acentuada do crescimento dos microorganismos em estudo.

Algumas imagens culturas de fungos registadas durante os ensaios séo apresentadas em anexos 4, 5,

6e7.

Tabela 10. Resultado dos resultados dos ensaios de actividade antifangica

Efeito dos extractos

Planta Microorganismo / | Extracto Aquoso Extracto Aquoso Extracto

género Soxhlet Ultra -Som Hidroalcodlico

100mg/L | 50mg/L | 100mg/L | 50mg/L | 100mg/L | 50mg/L

Elephan_torrhlza Aspergillus flavus +++ ++
elephantina

Fusarium ssp +++ +

Aspergillus niger +++ +
Tabernaemontana | Aspergillus flavus +++ +++ +++ +++ +++ +++
elegans Fusarium ssp ++ + +++ ++ +++ +++

Aspergillus niger +++ ++ + + +++ +
Zanthoxylum Aspergillus flavus +++ ++ +++ +++ +++ +++
capense Fusarium ssp 4+ 4+ 4+ 4+ -+ ++

Aspergillus niger +++ ++ +++ +

Aspergillus flavus +++ e+ et et +++ +++
leetnla Fusarium ssp +++ + +++ +++ +++ ++
americana i i

Aspergillus niger +++ + +++ ++ +++ +++

_Nao foi realizado ensaio de actividade antifungica.
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O extracto hidroalcodlico de Ximenia americana possui efeito apreciavel sobre Aspergillus flavus,
tendo demonstrado actividade contra este microorganismo; a figura 17 apresenta uma cultura de

Aspergillus flavus (as regides de cor verde — amarelada), com alguns esporos mortos (regides com

manchas castanhas) pela accdo do extracto hidroalcodlico de Ximenia americana.

A.”Os pontos em brancos sdo esporos de B. "Esporos de Asperigilllus flavus
Asperigilllus flavus com vida mortos com extracto hidroalcodlico
de Ximenia americana 100mg/mL

C. Placa mostrado acgao de X. america
sobre Aspergillus flavus

Figura 17. Placa de Petri ilustrando accdo do extracto aquoso de Ximenia americana (B) sobre

fungo do género Aspergillus flavus (A).
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A figura 18 apresenta uma cultura de Aspergillus niger (as manchas pretas que se observam na
placa), com esporos mortos nos pontos onde se aplicou o extracto aquoso de Tabernaemontana
elegans (as regides de cor castanha — clara que se observam na placa). O extracto aquoso de
Tabernaemontana elegans inibe o crescimento deste microorganismo.

A. A mancha castanha sdo os
B. Os pontos cinza séo os Esporos Esporos Aspergillus niger
Aspergillus niger mortos

Figura 18. Accdo do extracto aquoso de Tabernaemontana elegans sobre fungo do género Aspergillus niger.
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A figura 19 expressa resultados obtidos pela incorporagdo dos extractos de Tabernaemontana
elegans, demonstrando actividade sobre Fusarium ssp, com maior expressdo para 0 extracto
hidroalcodlico com 100mg/ml (onde a mancha amarela sobre os microorganismos representa a
morte destes); é possivel notar a diferenca na ac¢do dos extractos aquosos obtidos por Soxhlet e
Sonda de Ultra — Som, notavelmente o extracto aquoso obtido por Sonda de Ultra — Som apesar de
ter actividade é o menos activo, razdo pela qual ndo é possivel visualizar ac¢do deste extracto na

figura 19 (D) a olho nu, mas foi possivel com ajuda do microscopio.

D. Extracto aquoso de
Tabernaemontana  elegans
obtido por Soxhlet

Cultura de Fusarium ssp em PDA

A. Accdo do Extracto hidroalcodlico
Tabernaemontana elegans
100mg/mL

C. Accdo do Extracto aquoso
Tabernaemontana elegans (Soxhlet)

B. Acgdo do Extracto aquoso
Tabernaemontana elegans (Sonda de
Ultra - som) 100mg/ mL

Figura 19. Accdo dos extractos aquosos e hidroalcodlicos de Tabernaemontana elegans sobre o fungo
género Fusarium ssp em meio de cultura PDA
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6. INTERPRETACAO DOS RESULTADOS

6.1. Extraccdo

Foram realizadas extrac¢des utilizando duas técnicas, Soxhlet e Sonda de Ultra — Som; a extrac¢do
por Soxhlet apresentou um rendimento ligeiramente superior em relacdo aos extractos obtidos por

sonda de Ultra — Som.

e A percentagem do extracto aquoso seco das raizes de Tabernaemontana elegans obtido por
Soxhlet é de 13, 49% e por Sonda de Ultra — Som ¢ de 10, 175% com uma diferenca de

cerca de 3,315%. A percentagem do extracto hidroalcodlico é de 7,56%.

e A percentagem do extracto aquoso seco das raizes de Ximenia americana obtido por Soxhlet
é de 18,108% e por Sonda de Ultra — Som é de 14, 030% com uma diferenca de 4,078%. A

percentagem do extracto hidroalcoolico € de 5,31 %.

e A percentagem do extracto aquoso seco das raizes de Zanthoxylum capense obtido por
Soxhlet é de 15,881% e por Sonda de Ultra — Som é de 11,086% com uma diferenca de

4.795%. A percentagem do extracto hidroalcodlico é de 5,26 %.

A razdo mais provavel para estes resultados € a diferenca dos tempos de extrac¢do entre as duas
técnicas: a técnica de Soxhlet teve uma média de 72 horas de duracdo enquanto a extraccdo por
Sonda de Ultra — Som durou apenas 1 hora, o que pode ter contribuido para o arrastamento de maior

namero de componentes hidrossollveis pela técnica de Soxhlet

Desta forma, pode se dizer que quanto maior o tempo de exposi¢do da amostra ao solvente, maior

sera 0 numero de componentes extraidos.

Para as raizes de Elephantorrhiza elephantina realizou-se a extraccdo por Soxhlet usando agua

como solvente, obtendo cerca de 14,75% do extracto aquoso seco.
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6.2. Ensaios fitoquimicos e de actividade antifungica

Baseando — se em testes crométicos e de precipitacdo foram realizados testes fitoquimicos das
raizes de Elephantorrhiza elephantina, Tabernaemontana elegans, Ximenia americana e

Zanthoxylum capense.
a) Elephantorrhiza elephantina

Tendo revelado presenca de flavondides, taninos e saponinas no extracto aquoso das raizes de
Elephantorrhiza elephantina obtidos por Soxhlet. A presenca de saponinas e compostos fendlicos

em Elephantorrhiza elephantina foi descrita por Wyk et al, 2004.

Os ensaios qualitativos de actividade antifungica sugeriram que o0 extracto aquoso de
Elephantorrhiza elephantina possui actividade antifingica contra fungos do género Asperigillus
flavus, Asperigillus niger e Fusarium ssp. Esta actividade antifungica pode estar associada a
presenca de saponinas e compostos fenolicos no extracto aquoso das raizes de Elephantorrhiza

elephantina.

b) Tabernaemontana elegans

Os testes fitoquimicos realizados sobre os extractos aquosos brutos obtidos por Soxhlet e Sonda de
Ultra-Som indicaram a presenca de alcaldides nas raizes de Tabernaemontana elegans ao
responderem positivamente aos testes de reconhecimento de alcaldides precipitando com o0s
reagentes de Dragendorff, Wagner e Mayer, formando precipitado amarelo — alaranjado, vermelho

— tijolo e creme respectivamente.

O extracto hidroalcodlico das raizes de Tabernaemontana elegans indicou presenca de alcal6ides
quando testado com os reagentes de Dragendorff, Wagner, Mayer e Hager, este Gltimo com
formacdo de precipitado amarelo, facto que ndo se observou nos extractos aquosos obtidos por

Soxhlet e Sonda de Ultra-Som. O teste de espuma sugeriu a presenga de saponinas.

Os ensaios cromatograficos para o reconhecimento de alcaloides ndo revelaram nenhuma mancha
visivel em UV- vis a 254nm, porém observou-se algumas manchas quando reveladas com reagente

de Dragendorff.
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Os extractos aquosos e hidroalcodlicos de Tabernaemontana elegans manifestaram actividade
antifangica contra fungos do género Asperigillus flavus, Asperigillus niger e Fusarium ssp, sendo o
extracto aquoso obtido por Sonda de Ultra — Som e hidroalcodlico mais activo contra Asperigillus

flavus onde demonstrou elevado efeito em quase todos os extractos testados.

A accdo do extracto aquoso de Tabernaemontana elegans contra o fungo do género Asperigillus
niger, pode ser associada presenca de alcaldides e saponinas nos extractos aquosos e
hidroalcodlicos. Segundo Alvares, 2006 as saponinas possuem propriedades antifungicas
conhecidas e o mecanismo principal sugerido para esta actividade € a interacgdo com o0s esterdis da

membrana.

c) Zanthoxylum capense

O extracto aquoso e hidroalcoo6lico das raizes de Zanthoxylum capense obtidos por Sonda de Ultra -
Som revelaram a presenca de alcaldides quando analisada com reagentes especificos para alcaldides
com reagente de Dragendorff observou-se formacdo de precipitado laranja — acastanhado, creme
com o reagente de Mayer e vermelho - tijolo com reagente de Wagner; o extracto aquoso de
Zanthoxylum capense indicou também a presenca de flavondides quando testada com solugédo
alcoolica de cloreto de ferro a 1%, com aparecimento de uma cor verde — escura e uma turvacao de
cor creme quando testado com solugdo aquosa de acetato de chumbo a 10% indicou presenca de

taninos.

O extracto aquoso das raizes de Zanthoxylum capense obtido por Soxhlet respondeu de forma
positiva para presenca de alcaléides quando testado com os reagentes especificos acima citados.
Indicou ainda a presenca de saponinas pelo teste de espuma e esterdides — triterpendides pela
reaccao de Liebermann — Buchard com a formacao da cor verde — escura, para o extracto obtido por
Soxhlet. A presenca de alcaldides nas plantas da familia Rutaceae esta bem referenciada na
literatura (Wyk et al, 2004).

Os extractos aquosos e hidroalcoolicos das raizes de Zanthoxylum capense mostraram - se activos
contra os trés microorganismos em estudo apresentando maior efeito contra fungo do género
Asperigillus flavus, em concentragdes de 100 e 50 mg/mL, Fusarium ssp e Asperigillus niger em

concentragdes de 100 mg/mL.
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Estudos realizados sobre diferentes espécies de Zanthoxylum demonstram actividade bioldgica
atribuida aos alcaloides benzofenatridinas, com particular significancia para sanguinarina e
alcaldides relatados os quais acredita-se estarem presentes também na Zanthoxylum capense (Wyk
et al, 1997).

d) Ximenia americana
Os extractos aquosos das raizes de Ximenia americana obtidos por Soxhlet e Sonda de Ultra - Som,
indicaram a presenca de flavondides pela reaccdo positiva com a solucdo alcodlica de cloreto de
ferro (111) e solugdo aquosa de acetato de chumbo com formacdo de uma cor verde - escura e

precipitado creme respectivamente.

O extracto hidroalcodlico indicou presenca de flavonodides pela reaccdo de FeCl; 1% alcoolico com
formacdo de uma cor de tonalidade azul e de taninos pela reaccdo com solucéo aquosa de gelatina
com formacgdo de precipitado de cor creme. A presenca de taninos ou compostos fendlicos nas
plantas da familia Oleaceae é referenciada na literatura por Wyk et al, 2004.

O teste de espuma sugeriu a presenca de saponinas para 0 extracto aquoso obtido por Soxhlet,

observacOes semelhantes foram feitas por James et al, 2007.

Os extractos aquosos e hidroalcodlicos das raizes de Ximenia americana mostraram - se activos
contra 0s microorganismos em estudo apresentando maior efeito contra fungo do género
Asperigillus flavus, em concentragcdes de 100 e 50 mg/mL, Asperigillus niger e Fusarium ssp em
concentragcdes de 100 mg/mL observaces semelhantes sobre actividade antifingica foram feitas
por Ogunleye e Ibitoye (2003). Esta actividade é sustentada pela presenca de polifendis (Brasileiro
et al, 2007).
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7. CONCLUSOES E RECOMENDACOES
7.1 Conclusdes

Com base nos ensaios fitoquimicos preliminares dos extractos brutos das raizes de Elephantorrhiza
elephantina, Tabernaemontana elegans, Ximenia americana e Zanthoxylum capense e da actividade
antifungica contra Asperigillus flavus, Asperigillus niger e Fusarium ssp conclui-se que os testes

fitoquimicos preliminares revelaram a:

v’ Presenca de flavondides, taninos e saponinas nas raizes de Elephantorrhiza elephantina e

Ximenia americana;
v' Presenca de alcal6ides e saponinas nas raizes de Tabernaemontana elegans;

v Presenca de alcaldides, saponinas, flavonoides e esterdides - triterpendides nas raizes de

Zanthoxylum capense;

A cromatografia em camada fina confirmou a presenca de flavondides nas raizes de
Elephantorrhiza elephantina, Ximenia americana e Zanthoxylum capense com uma mancha comum
R¢0.43.

Conclui-se também que o tempo de exposi¢do da amostra ao solvente é um factor preponderante na
extraccao porque quanto maior o tempo de contacto da amostra com o solvente maior serd 0 nimero

de componentes extractos.

Os ensaios preliminares in vitro, da actividade antifingica dos extractos aquosos e hidroalcoolicos

revelaram que:

v' O extracto aquoso bruto de Elephantorrhiza elephantina possui actividade antiflingica
significativa contra Asperigillus flavus, Asperigillus niger e Fusarium.

v Os extractos aquosos e hidroalcodlicos das raizes de Tabernaemontana elegans revelaram
uma actividade antifangica significativa contra Asperigillus flavus particularmente o

extracto aquoso.
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v' Os extractos aquosos e hidroalcoodlicos das raizes de Ximenia americana revelaram uma
actividade antifingica significativa especialmente contra Asperigillus niger, onde se

mostrou mais activo comparado a outros extractos.

v Os extractos aquosos e hidroalcodlicos das raizes de Zanthoxylum capense revelaram uma
actividade antifungica significativa contra Asperigillus flavus, Asperigillus niger e

Fusarium.

O extracto aquoso de Tabernaemontana elegans é mais activo contra Asperigillus flavus e o
extracto aquoso de Zanthoxylum capense mostrou-se mais activo contra o fungo Fusarium ssp, a

Ximenia americana apresenta maior actividade contra o Asperigillus niger.

A actividade antifungica das plantas em estudo estd associada presenca de flavonodides, taninos,
alcaldides, saponinas e esterdides — triterpendides na sua composi¢do de forma particular nas suas

raizes.

Em suma, os resultados apresentados no presente trabalho sobre actividade antifngica
evidenciaram a importancia de dar continuidade do estudo de extractos vegetais de Elephantorrhiza
elephantina, Tabernaemontana elegans, Ximenia americana e Zanthoxylum capense no controlo de

fitopatdgenos, o que pode determinar a sua importancia na agricultura como fungicidas naturais.

7.2. Recomendacdes
Com base nas conclusoes tiradas deste trabalho recomenda-se:

v" Que se dé continuidade a este trabalho, fazendo o isolamento, purificacdo e caracterizagao
dos principais metabolitos encontrados nas plantas em estudo, de modo a determinar o
composto, classe ou familia de compostos responsaveis por esta actividade antiflngica.

v" Recomenda-se ainda que se faca um levantamento estatistico sobre a populacdo vegetal das

espécies em estudo.
v Que se faca um estudo de modo a determinar a concentragdo minima inibitdria.

v Que se faca um estudo toxicoldgicos sobre das plantas em estudo.
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v E também recomendacdo deste trabalho que haja uma melhor coordenacdo entre as
instituicOes responsaveis pelo estudo das diferentes espécies de plantas com propriedades
medicinais e o0s praticantes da medicina tradicional de modo a permitir melhor

administracdo das mesmas.

v' As plantas em estudo exibiram uma potencial actividade antifingica desta feita, se
recomenda a Faculdade de Ciéncias da U.E.M, o melhoramento substancial das condicdes e

aparelhos cruciais para um melhor estudo das mesmas e posterior aproveitamento.
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ANEXQOS

Anexo 1 Preparacdo do extracto aquoso e hidroalcoolico usando Sonda de Ultra — Som

Extrair cerca de 16g do material vegetal com 150 ml de solvente EtOH +
H,O destilada (1:1)

e Duracao 20 min.
e Pulsacdo 30’ 30’
e T240°C,

e Amplitude 75%,

" Filtrar por gravidade com papel de filtro de peso conhecido

| Extracto hidroalcoodlico

Concentrar em rota-vapor

Temperatura 80°C, RotagGes 7/seg

Residuo

Secar e pesar até peso constante

}

Extracto hidroalcoodlico bruto }

\ 4

v

> Determinar o teor do extracto

Testes fitoquimicos

Testes actividade antifingica
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A extraccdo dos metabolitos secundarios usando Soxhlet foi realizada segundo o esquema geral

Anexo 2. Esquema de extrac¢do dos metabolitos secundarios

\ P6 das raizes

Extrac¢do com agua

1. Extraccdo por Soxhlet

2. Sonda de Ultra -Som

Extracto aquoso
v
Evaporacédo do solvente Residuo
\4 . p \ 4 . v
‘ 1.1 ‘ 1.2 ‘ 1.3 ‘
Hidrolise com HCI Dissolugdo do residuo em CHCl;:
H,0 (1: 1)
) v
Teste de alcalodides : .
Fase cloroférmica ‘ Fase aquosa
Extraccéo
com MEOH v

Teste de Saponinas

Teste de esterdides — triterpendides

Testes de taninos e flavonéides
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Anexo 3. Esquema utilizado para realizacdo do ensaio de reconhecimento de esterdides —
triterpendides

0,50 g do extracto seco adicionar 5mL de dgua destilada

Filtrar com papel de filtro

\ 4
3 mL do extracto aquoso

v
Extrair com duas fraccGes 5mL de cloroférmio

1. Agitar energicamente

. 2. Decantar

v

Fase cloroférmica

Fase aquosa

1. Adicionar ImL (CH3CO) ,0
2. Trés (3) gotas de H,SO, conc.

3. Agitar suavemente

v

Aparecimento de uma cor verde

Indica teste positivo para esterdides - terpenoides
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Anexo 4. Foto cultura de Asperigillus niger depois da aplicagdo de extracto aquoso obtido por

Soxhlet de Elephantorrhiza elephantina.

e Os pontos pretos sdo os Asperigillus niger e as partes castanhas s@o 0s esporos mortos apés

aplicagdes dos extractos

Anexo 5. Esporos de Asperigillus flavus (os pontos amarelados), mortos (pontos castanhos) com extracto
hidroalcodlico de Ximenia americana 100 mg/mL

e Os pontos amarelos sdo esporos vivos de Asperigillus flavus, e as manchas castanhas sdo
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Anexo 6. Esporos de Fusarium mortos com extractos aquosos de raizes de Ximenia americana,
Tabernaemontana elegans, Zanthoxylum capense e Elephantorrhiza elephantina.

Anexo 7. Esporos de Asperigillus niger mortos com extracto agquoso de Tabernaemontana elegans obtido por
Soxhlet
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