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RESUMO

A planta Zanthoxylum capense pertence a familia Rutaceae da qual fazem parte cerca de
549 espécies distribuidas em todo o mundo, principalmente em regides tropicais e temperadas.
Esta planta € amplamente usada na medicina tradicional para o tratamento de colicas, dor de

estdbmago, febre, dor de dente, amebiase, tuberculose e também como um anti-séptico bucal.

A planta Strychnos henningsii pertence a familia Strychnaceae. E usada para tratamento
de nauseas e queixas estomacais. E tida como remédio célico e purgativo e, possivelmente,
também de valor na febre reumatica e dismenorreia. E também usada como remédio contra

mordeduras de cobra por toda regido Austral e Africa.

Neste trabalho, foi feito o estudo fitoquimico das plantas, e a partir dos extractos brutos
extrairam-se os alcaldides de grupo de Berberina e fez-se o fraccionamento de modo a isolar a

Berberina, tendo se confirmado a sua presenca em Zanthoxylum capense.

Para a obtengdo do extracto bruto, a amostra foi secada, moida e submetida a extraccao
por Soxhlet usando como solvente metanol a 85%.

O extracto metandlico bruto obtido por Soxhlet foi submetido a procedimentos quimicos
de extraccdo de alcaloides totais e seus analogos.

A identificacdo dos alcaldides foi realizada usando os reagentes de precipitacdo dos
alcaldides e a presenca de Berberina por cromatografia em camada fina TLC, sendo que a

amostra Padréo foi preparado a partir de Cloreto de Berberina.

Para a avaliacdo da actividade antimicrobiana e a determinacéo da concentracao inibitéria
minima dos extractos foram usados o método de difusdo em agar e o de dilui¢do
respectivamente. Os microorganismos utilizados foram: Candida sp, Escherichia coli,
Salmonella sp, Staphylacoccus e Streptococcus sp, onde a fracgdo cloroférmica do extracto
metanolico de Zanthoxylum capense apresentou uma actividade significativa sobre a Candida sp,
Salmonella sp, Staphylacoccus e Streptococcus sp respectivamente e o extracto metanolico de
Strychnos henningsii apresentou uma actividade significativa sobre a Salmonella sp e

Staphylacoccus respectivamente.

E para a avaliagdo da actividade antiparasitaria, os extractos apresentaram uma actividade

significativa sobre a eclosdo dos ovos nematoides gastrointestinais de animais infectados.
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1. INTRODUGCAO

O estudo quimico de espécies vegetais tem sido continuo tema de pesquisas devido a
grande aplicacdo de substancias naturais em diversas areas, podendo-se destacar a utilizacéo
destas no campo farmacéutico e agricola.

Na area de farmacos, esse estudo teve grande desenvolvimento e, até hoje, muitas substancias
naturais sdo ainda utilizadas como medicamentos, na forma pura ou ap0s transformacdes
quimicas.

Embora o numero de pesquisas na area de fitoquimica tenha aumentado
significativamente, um levantamento mostra que somente de 15 a 17% das plantas foram
estudadas do ponto de vista medicinal. Assim, o estudo quimico e farmacologico de plantas
medicinais, visando a obtencdo de novos compostos bioactivos, constitui uma linha de pesquisa
de interesse na area de Produtos Naturais, e grandes esforgos tém sido envidados no sentido de
isolamento e da aplicacdo préatica de produtos naturais activos.

No entanto, para gque este objectivo seja atingido, o trabalho deve envolver pesquisadores
de vérias areas, caracterizando-se assim como uma pesquisa de caracter multidisciplinar (Jorge,
2005).

A utilizacdo indiscriminada de defensivos agricolas no controle de doencas
fitopatoldgicas tem provocado aumento da resisténcia de diversos patdgenos de plantas e
consequentemente, o aumento da dose dos produtos utilizados. Desta maneira, devido a
preocupacdo eminente com relacdo aos prejuizos causados na salde do ambiente e dos seres
humanos, substancias de origem natural que oferecam baixo impacto ambiental sdo

fundamentais em programas integrados de controlo pragas (Martins et al., 2012).

Assim, 0 uso de extractos vegetais vem sendo uma pratica cada vez mais constante para
os agricultores, principalmente da linha de producdo orgéanica e agricultura familiar, uma vez que
¢ uma alternativa mais segura, mais economica para pequenos agricultores e mais facilmente

biodegradavel em relacdo aos produtos sintéticos (Diniz et al., 2006).
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2. OBJETIVOS

2.1. Objectivo Geral

v' Avaliar a actividade antimicrobiana e antiparasitaria dos extractos metandlicos de

Zanthoxylum capense e Strychnos henningsii.

2.2. Objectivos Especificos

v' Fazer testes fitoquimicos para identificacdo qualitativa de alcaldides.
v Realizar a extraccdo dos alcaloides totais presentes nas raizes das plantas.

v’ ldentificar a Berberina nos extractos metandlicos das plantas por métodos
cromatograficos.

v’ Fazer testes antimicrobianos e antiparasitarios dos extractos das raizes das plantas.
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3. METODOLOGIA
O presente trabalho obedeceu a seguinte sequéncia:

3.1. Revisado Bibliografica

Consistiu na colecta de informacdes relativas as plantas Zanthoxylum capense e
Strychnos henningsii, sua descri¢do taxondmica, composicao fitoquimica, uso medicinal e seu

efeito farmacoldgico.

Foram também colectadas informacdes referentes aos alcaldides de grupo de Berberina,
sua ocorréncia, propriedades, actividade bioldgica e farmacoldgica, métodos de extraccdo e
identificacdo qualitativa de forma a assegurar a compreensdo da parte experimental e os

resultados obtidos.

3.2. Parte Experimental

Para a realizacdo da parte experimental deste trabalho se adoptou a seguinte sequéncia
metodoldgica:
1. Colecta da amostra
2. Preparacao da amostra (secagem e moagem).
3. Extraccdo dos principios activos presentes nas raizes da planta.
4

Extraccdo dos alcaloides totais.
5. Testes fitoquimicos para identificacdo qualitativa de alcalGides.
6. ldentificacdo de Berberina.
7. Fraccionamento e Analise cromatogréfica.

8. Testes de actividade antimicrobiana e antiparasitaria.
3.3. Anadlise e discussdo dos resultados

3.4. Elaboracéo do Relatdrio Final
O relatorio final foi elaborado em funcdo das informacdes obtidas durante a pesquisa

bibliografica e em funcéo da analise dos resultados experimentais.
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4. REVISAO BIBLIOGRAFICA

4.1. Zanthoxylum capense

4.1.1. Descricdo boténica

Zanthoxylum capense (Thumb.) Harv. E uma arvore com diversas pequenas ramificacoes,
de crescimento até 10m, de espessura com espinho na casca e no caule. As folhas contém varios
pares de folhetos e as flores sdo de cor verde-branco (Van Wyk et al., 1997). O fruto é azedo

com sabor forte de limdo, deixando uma sensagéo de queimadura na boca (Palgrave, 1977).
Familia: Rutaceae

Género: Zanthoxylum

Espécie: Zanthoxylum capense
Nomes Vernaculares :

- Manungwani (Changana)

- Umnungamabele (Zulu)

- Small Knobwood (English)

Figura 1 - Zanthoxylum capense

4.1.2. Distribuicdo geografica

Zanthoxylum capense (Thumb.) Harv. Esta amplamente distribuida nas partes oriental e
do norte da Africa do Sul (Van Wyk et al., 1997) e nas zonas costeiras do Sul de Mocambique
(Santiago, 2007).

4.1.3. Uso Medicinal

E amplamente usada na medicina tradicional para o tratamento de colicas, dor de

estdmago, febre, dor de dente, e também como um anti-séptico bucal. E um remédio para
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epilepsia e inimeras outras doencas (Van Wyk et al., 1997). E também usada no tratamento de
Amebiase e Tuberculose (Palgrave, 1977).

4.1.4. Composicao fitoquimica

Estudos fitoquimicos realizados em espécies do género Zanthoxylum, demonstraram
existéncia de vérios tipos de alcal6ides como os lignanos e cumarinas que sdo comuns entre
metabolitos secundarios relatados e tém importancia quimiotaxondmica para o género. Além
disso, outros metabolitos tém sido isolados, tais como os flavondides e terpenos, esterdis, entre
outros (L. Oscar J.P. et al., 2012).

A maior parte das espécies de Zanthoxylum estudados contém alcaldides
Benzofenantridinicos biologicamente activos. De particular importancia sdo os alcaldides
Sanguinarina 2a e Berberina 2b que estdo presentes em Z. capense (Van Wyk et al., 1997;
Santiago, 2007).

GOPEES S
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Figura 2 — Estruturas de sanguinarina 2a e de Berberina 2b

4.1.5. Efeito farmacoldgico

As actividades biologicas de determinadas espécies do género Zanthoxylum estdo
principalmente associados com a avaliagdo de antimicrobianos, insecticidas, anti-inflamatoria,
antioxidante, anti-parasitario, antitumoral, actividades antihelmiticas, antinociceptiva e
antivirais, bem como estudos de inibicdo enzimética e os efeitos sobre o sistema nervoso central

e os componentes celulares do sangue (L. Oscar, et al., 2012).
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4.2. Strychnos henningsii

4.2.1. Descricéo botanica

A unidade varia em tamanho atingindo mais de trés metros de altura. As cascas sdo de cor
cinza clara e liso em arvores jovens, mas torna-se marrom mais escuro em espécimes mais
velhos. As folhas séo brilhantes, de cor verde-claro e com trés veias principais a partir da base
(Van Wyk et al., 1997).

Familia: Strychnaceae
Género: Strychnos

Espécie: Strychnos henningsii
Nomes Vernaculares :

- Manono (Changana)

- Umgalothi (Zulu)

- Red Bitterberry (English)

Figura 3 - Strychnos henningsii

4.2.2. Distribuicéo geografica

A planta ocorre ao longo da costa leste da Africa do Sul e norte em Kruger National Park

(Van Wyk et al., 1997) e nas zonas costeiras de Mogambique (Santiago, 2007).

4.2.3. Uso Medicinal

A casca é usada para o tratamento de nauseas e queixas estomacais e foi tomada como
tonica de mordidas. E tida como remédio cdlico e purgativo e possivelmente com valor na febre

reumatica e dismenorreia.
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A casca da raiz e frutos verdes de espécies Strychnos sdo usadas como um remédio para
picada de cobra em toda regido Austral da Africa (Van Wyk et al., 1997).

As espécies de Strychnos spp apresentam diversas propriedades farmacoldgicas como
curanizante, tetanizante, antiplasmodial, citotdxica, antibacteriana, antifingica, antidiarréica,

diuretica, espasmolitica, hipotensiva e antiinflamatdria (Nunes, 2008).

4.2.4. Composicao fitoquimica

Espécies de Strychnos sdo famosos para a presenca de Estricnina 4a e outros alcaldides.
Strychnos henningsii produz numerosos alcaldides, estruturalmente relacionadas com estricnina.

Um exemplo é Henningsiina 4b (Van Wyk et al., 1997).

COCH,OH

da 4b

Figura 4 — Estruturas de Estricnina 4a e Henningsiina 4b

4.3. Alcaldides

4.3.1. Definicao dos alcaloides

Né&o existe uma definicdo exacta para os alcaldides. A definicdo actualmente aceite para
alcaldide deve ser a de Pelletier que considera alcal6ides as moléculas ciclicas que contém azoto
e que sdo verdadeiros metabdlitos secundarios. Esta definicdo exclui as aminas simples e 0s
derivados de amoniaco aciclicos e ainda os compostos nitro e nitrosos (uma vez que nos
alcaldides o atomo de azoto tem de possuir estado de oxidacdo negativo). Os alcaldides formam

um grupo muito vasto de metabdlitos que podem ocorrer tanto em microrganismos como em
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plantas superiores e inferiores e ainda em animais, apesar de nestes Ultimos ocorrerem com
menor frequéncia (Morrison, 2005).

Os atomos de nitrogénio de muitos alcal6ides estdo presentes nos aneis heterociclicos e
em poucos casos, 0 hitrogénio pode estar presente na forma de uma amina primaria ou em forma

de aminogrupo quaternario (Boligon, 2008).

4.3.2. Classificacdo dos alcaloides

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

» De acordo com as suas propriedades farmacolégicas.
» De acordo com a sua distribuicdo botanica.

» De acordo com a sua origem biossintética.

4.3.2.1. Classificacdo de acordo com a sua origem biossintética

> Alcaloides verdadeiros
> Protoalcal6ides

» Pseudoalcal6ides

Alcalbides verdadeiros cumprem estritamente com as caracteristicas da definicdo dos
alcaldides: tém sempre um nitrogénio heterociclico, sdo de caracter basico e existem na natureza
normalmente em estado de sal, biologicamente sdo formados a partir de aminoacidos (ex.

Morfina, Codeina).

Protoalcal6ides sdo aminas simples com nitrogénio extraciclico, de caracter basico e sdo

produtos de metabolismo dos amino&cidos (ex. Efedrina, Hordenina).

Pseudoalcaldides apresentam todas as caracteristicas da defini¢do dos alcaldides mas néo
sdo derivados de aminodacidos (ex. Aconitina).
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4.3.3. Nomenclatura e Propriedades gerais

Os alcal6ides apresentam uma caracteristica comum que é a terminagdo — ina, que
reflecte o facto de estes serem aminas. Geralmente os alcaldides sdo especificados de acordo
com a familia ou plantas onde se encontram, tipo de anel heterociclico a que pertencem
(Harbone, 1998).

» Os alcaldides ttm um ou mais atomos de nitrogénio endociclicos no estado terciario. Sao
em geral cristalinos, incolores, ndo volateis, e ndo solGveis em agua.

» A maioria dos alcalGides é opticamente activa e possui um sabor amargo.

» Ocorrem na natureza em forma de sais, todos séo fisiologicamente extremamente activos,
tém efeitos toxicos, afectam o sistema nervoso central e respiratorio.

» Formam precipitados insolGveis com acidos: picrico, fosfomolibdénico, fosfotungsténico,

tanico e também com o tetraiodomercurato de potassio (reagente de Mayer).

4.3.4. Aspectos de distribuicéo

Existe uma diferenca qualitativa e quantitativa dos alcaldides nos tecidos das plantas, isto
pode ser devido a factores como: clima, meio ambiente e a composic¢do (quimica) do solo. O teor
de cada alcaldide também pode ser influenciado pela estacdo do ano. A ocorréncia (presenca
significativa) de diferentes alcaldides pode ser especificamente restrito a determinadas partes de
plantas, enquanto outros compostos sdo distribuidos em todas as partes das plantas, variando

simplesmente o teor nos diferentes tecidos, como folhas, caules e raizes (Dana et al., 1991).

4.3.5. Extracc¢do dos alcaloides

Para a extraccdo dos alcalbides existem dois métodos principais que se fundamentam na

solubilidade diferencial das bases e dos seus sais.
Método A- Extraccdo com solventes organicos em meio alcalino:
Bases: amoOnia, carbonatos, mistura de hidroxido de sédio e hidréxido de calcio.

Solventes: solventes clorados, éter dietilico, etc.

1. Processo de Extraccdo: da maceracao a extracgdo continua em Soxhlet.
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2. Concentracao do extracto organico: destilagdo com ou sem vacuo.
3. Tratamento com solucéo aquosa acida.
4. Alcalinizacdo da solucao aquosa e re-extraccéo com solvente apolar.

5. Eliminacao do solvente.

Método B- Extracgdo em meio aquoso acido:

1. Extraccao do material vegetal com solucdo aquosa (ou hidroalcodlica) acida.

2. Alcalinizac&o. (amonia, carbonatos, mistura de hidréxido de sodio e hidroxido de célcio).
3. Extracgédo com solvente orgéanico.

I- Eliminacéo do solvente.

I1- Fixacdo selectiva em resinas de troca idnica seguida da eluicdo com acido forte.

I11- Precipitacdo selectiva sob a forma de iodomercuratos.

4.3.6. Alcal6ides de grupo de Berberina e seus analogos

Alcalbides de grupo de Berberina (Palmatina, Columbamina, Jatrorrzhizina) junto com
alcaldides Benzofenantridinicos (Sanguinarina, Nitidina, Fagaridina), apresentam um verdadeiro
interesse cientifico e pratico devido a sua vasta ocorréncia nas plantas superiores e alta

actividade antiprotozoéria (Santiago, 2007).

Os alcaldides do grupo Berberina derivam do sistema isoquinolinico (anel A e B) da
estrutura 5a. O anel isoquinolinico é também a base estrutural de varios tipos de alcal6ides com
nitrogénio quaternario, incluindo os grupos de Benzilisoquinilinicos e Benzofenantridinicos. As
formulas estruturais de alcaldides de grupo de Berberina e Benzofenantridina estdo representadas

nas estruturas 5b e 5¢ respectivamente:
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5a 5b 5c

Figura 5 — Estruturas de alcal6ides de grupo de Berberina 5b e Benzofenantridina 5¢

Substituintes e nomes dos alcal6ides do grupo 5b e 5¢
Grupo 5b

Berberina: R; + R, = OCH;0; Rs= R4 = OCHj3; Rs= H
Palmatina: Ry = R, = R3= Rs = OCH3; Rs= H
Jatrorrzhizina: Ry = OH; R, = Rs= R4 = OCHj3; Rs= H
Columbamina: R; = OCHgs; R, = OH; Rs= R4 = CH3; Rs= H
Coptsina: R; + R, = Rz + R4 = OCH,0; Rs= H

Grupo 5¢

Sanguinarina: R = R; =H; R, + R3 = Rs + Rg = OCH,0
Nitidina: R; = R, = OCH3s; R3 = R4 = H; Rs + Rg = OCH0
Fagaridina: R; = R4 = H; R, = OCHgs; R3 = OH; Rs + Rg = OCH,0

Fagaronina: R; = R4 = H; R, = Rs = OCHj3; R3 = CH3; Rg = OH
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Tabela 1: Alcaloides com dados tedricos de Rf, cor das manchas e sistemas de solventes

Cor das Manchas

Alcaloides R¢ UV a 366 nm DRG Luz Visivel
CHCI;— MeOH (3:1) (Furaya et al., 1972)
Berberina 0.46 Amarelo liméo Castanho
Tolueno-Etil Acetato-Dimetil Amina (70:20:10) (Wagner et al., 1996)

Berberina 0.60 Amarelo limdo | ...
Sanguinarina 0.94 Amarelo laranja | ...
Hydrastina 0.71-0.90 Branco fluorescente | ...
n-PrOH-HCOOH-H,0 (90:1:9) (Wagner et al., 1996)
Hydrastina 0.90 Branco fluorescente
Coptsina 0.15 Amarelo carregado | Castanho ou castanho
Jatrorrzhizina/ Palmatina 0.15 Amarelo carregado amarelo a
Berberina 0.21 Amarelo limao Castanho vermelho
Coptsina 0.15 Amarelo laranja Castanho ou castanho
Sanguinarina 0.30-0.40 Amarelo laranja amarelo &

Castanho vermelho

n-BuOH-Etil Acetato-HCOOH-H,0 (30:50:10:10) (Wagner et al., 1996)

Berbamina 0.05-0.10 Fluorescéncia Azul
Oxyacantina 0.10 Fluorescéncia Azul

Palmatina 0.38 Verde fluorescente
Columbamina 0.40 Verde amarelado
Jatrorrzhizina 0.44 Verde acastanhado

Berberina 0.46 Amarelo esverdeado

Castanho ou castanho
amarelo &

Castanho vermelho

Ciclohexano-Et,NH (90:10) (Govindana et al., 2000)

Hydrastina

0.09

Branco fluorescente

Berberina

0.30

Amarelo esverdeado

Castanho

4.3.7. Actividade Bioldgica

Berberina é um alcaléide conhecido como um farmaco com actividade poderosa

antiamebiana, antileishmaniotica e antineoplastica e € actualmente empregue na pratica médica.

Berberina é altamente usada como um farmaco ameibidal na Asia (Santiago, 2007).
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Foi descoberto que Berberina e seus andlogos possuem efeitos farmacolégicos tais como,
inibicdo de WEHI Leucemia (Yu FS. et al., 2007), reducéo do teor de Colesterol (Cicero et al.,
2007), actividade anti-tumor, citostatica/citotdxica (Issat et al., 2006), actividade antiviral contra
Cytomegalovirus (Hayashi et al., 2007), pode amiliorar a memoria espacial (doenca de
Alzheimer) (Zhu, F. et al., 2006), inducdo de "cell cycle arrest" em carcinoma gastrica humana
(Lin JP. et al., 2006).

4.3.8. Interaccdo com bio - moléculas

Alcaldides de grupo de Berberina possuem acgdo inibidora contra enzima
Topoisomerase-1 (Tpo-1) e Topoisomerase-Il1 (Tpo-Il1), actuando com actividade anti tumor
(Grycova, et al., 2007).

4.3.9. Actividade citotdxica e apoptosis

Berberina tem um potencial efeito inibidor contra actividade telomerase em células de

leucemia humana, actuando como inibidor (50% de inibi¢do) a concentracao de 35 pM.

A concentragdo de 30 — 300 uM inibe a telomerase de P. falciparum. A alta concentragdo
(75 pg/mL), Berberina tem uma grande actividade citotoxica. Derivados de Berberina
apresentam uma actividade potencial inibidora contra caspase 3, possuindo um efeito apoptosis

grande; este efeito observa-se 4 concentragdo de 20 pM.

Estudos comparativos de inibicdo e actividade anti-leucemia, de alguns alcaloides de
grupo de Berberina demonstram que estes tém menor actividade do que os alcaloides de grupo

Benzofenantridina (Grycova, et al., 2007).

4.3.10. Actividade antimicrobiana

Berberina e Jatrorrzhizina em pequenas concentracdes demonstram grande actividade de
inibicdo contra bactérias de acne Propionibacterium. Berberina apresenta maior actividade do
que Jatrorrzhizina contra Staphylococcus coagulase-negativa. Teste de actividade antifungico
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contra Candida demonstrou que somente C. tropicalis (resistente a niasitina, miconazole, e

econazole) foi fortemente inibido por Berberina (Grycova, et al., 2007).

4.3.11. Actividade antiinflamatoria

Extracto etandlico contendo Berberina possui elevado efeito anti-inflamatorio. Em
estudos in vitro utilizando células humanas, Berberina demonstrou actividade inibidora de
activador de proteina, um factor de transcricdo fundamental em inflamacdo e carcinogénese.
Berberina exerce um efeito inibidor significante em transformacao de linfocito, e sua ac¢éo anti-

inflamatoria pode ser devido a inibicdo de sintese de DNA do linfécito (Grycova, et al., 2007).

4.3.12. Actividade antimalérica

Berberina in vitro possui forte efeito inibidor de sintese de acidos nucléicos e proteinas de
P. falciparum, sob forma de cloreto pode bloquear as sinteses de proteinas em P. falciparum na

concentragao 50 uM.

Berberina, Palmatina, Jatrorrzhizina e Columbamina manifestam in vitro actividade
contra trés espécies de Plasmodium, isolados de pacientes. Os valores de ICsq sdo, Cloreto de
Berberina 0.14 — 0.36 ug mL™; Palmatina 0.16 — 0.28 pg mL™; Jatrorrzhizina 0.42 — 1.61 pg mL"
' ¢ Columbamina 0.72 pg mL™,

A malaria pode ser rapidamente diagnosticada de forma efectiva. Berberina foi usada
como marcador de cromossoma Y de parasitas de malaria de forma fluorescente em sangue de
pacientes com sintomas clinicos de malaria, tornando o DNA de P. vivax e P. falciparum

fluorescentes (Santiago, 2007).

4.3.13. Ouros efeitos

Berberina possui efeito antidiabético que esta relacionado com propriedade estimulante
de secrecdo de insulina e modulagdo dos lipidos. Alguns derivados de Berberina apresentam
actividade antiarritmica (Grycova, et al., 2007).
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4.4. Técnicas e Métodos de Analise de plantas

4.4.1. Extraccao

O termo extraccdo significa retirar, da forma mais selectiva e completa possivel, as
substancias ou fraccdo activa contida na droga vegetal, utilizando, para isso, um liquido ou
mistura de liquidos tecnologicamente apropriados e toxicologicamente seguros (Simdes, C. et
al., 2003).

Esta técnica € bastante usada para separar substancias de solucGes ou suspensoes liquidas:
extraccdo liquido — liquido; ou para separar uma substancia de um solido por meio de um

solvente: extracgdo sélido-liquido.

A extraccdo liquido-liquido consiste na agitacdo de duas solucGes imisciveis, num funil
de separacdo, deixando em repouso durante algum tempo até a separacdo nitida das duas
camadas. Os diferentes solutos presentes distribuem-se entre as fases de acordo com as

solubilidades relativas (Zunguze, 2010).

4.4.2. Métodos de Extraccéo

Os métodos de extrac¢do solido-liquido conhecidos, dos quais alguns foram usados neste
trabalho sdo os seguintes:
» Maceracao
> Infusdo
> Decoccdo e
> Soxhlet

4.4.2.1. Maceracao

Maceragdo é o nome dado a uma operacao fisica que consiste em retirar ou extrair de um
solido, certas substancias que sdo consideradas principios activos. Esses principios activos

podem ser posteriormente utilizados com certas finalidades, quer farmacoldgicas, quer quimicas.
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A maceracdo € normalmente feita, moendo previamente o corpo ou substancia a macerar,
seguido da utilizacdo de um solvente para extraccdo do ou dos principios activos a temperatura

ambiente.

4.4.2.2. Infusao

Consiste em impregnar um solvente em ebuli¢cdo sobre um material s6lido previamente

moido, deixando ficar em contacto durante certo tempo.

4.4.2.3. Decocgao

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

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

4.4.2.4. Soxhlet

A extraccdo por Soxhlet consiste num processo de extrac¢do exaustiva de um soélido
(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.

4.5. Métodos Cromatograficos

A cromatografia, em todas as suas formas e variagdes, constitui hoje um dos mais
importantes métodos de separacdo, se ndo o mais importante (Constantino et al., 2004).

Sendo a cromatografia um método fisico-quimico, ela fundamenta-se na migracao
diferencial dos componentes de uma mistura, o que ocorre devido a diferentes interacgcdes entre
duas fases imisciveis, sendo uma fase fixa que tem uma grande area superficial chamada fase
estacionaria, e a outra um fluido que se move através da fase estacionaria sendo chamada de fase
movel (Rutz, 2009).

No esquema que se segue faz-se a classificacdo da cromatografia com base no estado

fisico das fases mével e estacionarias.
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| CROMATOGRAFIA ]

Cromatografia
Gasosa
Fase movel: Gas

Cromatografla

Liquida

Fase mdvel: liquido }

| PLANAR I

Cromatografia Cromatografia [ COLUNA ]
Gés-sélido Gés-liquido
F.E: s6lido F.E: liquido
N
Cromatografia Cromatografia
liquido-sélido em papel
3 F.E: solido F.E: sélido

p
Cromatografia

liquido-liquido
F.E: liquido Cromatografia
N em camada fina
~ F.E: s6lido TLC
Cromatografia Liquida.
F.E: so6lido
MPLC e HPLC

Esquema 1 - Tipos de cromatografia

Para o presente trabalho foram usadas as seguintes técnicas cromatograficas:

Cromatografia em camada fina (TLC);

» Cromatografia em coluna (CC).

4.5.1. Cromatografiaem Camada Fina (TLC)

A separacdo consiste no deslocamento diferencial sobre uma camada fina de adsorvente

retido sobre uma superficie plana. O processo de separacdo fundamenta-se na adsorcdo, mas

quando sdo utilizadas fases estacionarias tratadas pode ocorrer parti¢cdo ou troca iénica, podendo

entdo ser utilizada tanto na separacdo de substancias hidrofébicas como hidrofilicas (Vogel,

2002).
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4.5.1.1. Técnica da cromatografia em camada fina

4.5.1.1.1. Preparacdo da placa

Vaérios adsorventes podem ser usados em TLC porém silica gel € o mais comum. Uma
suspensdo do adsorvente é depositada uniformemente sobre a placa, com o auxilio de um
dispositivo préprio. A espessura de adsorvente recomendada é de 150-250um. Apds secagem em

estufa a 80-90°C por cerca de 30 minutos, a placa esta pronta para o uso (Vogel, 2002).

4.5.1.1.2. Preparacao do eluente

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

eluente para ndo se alterar a composicdo desta (Zunguze, 2010).

4.5.1.1.3. Aplicagdo da amostra

A linha de origem, na qual se aplica a amostra, estd usualmente 2.0 a 2.5 cm da
extremidade inferior da placa. As amostras sdo aplicadas com auxilio de uma seringa ou um tubo

capilar calibrado usando-se volumes de 1, 2 ou 5ul (Vogel, 2002).

4.5.1.1.4. Desenvolvimento da placa

A cromatografia é usualmente desenvolvida com a técnica ascendente, na qual a placa é
imersa 0.5cm no solvente de desenvolvimento. Colocam-se fitas de papel de filtro nas paredes da
cuba, mergulhados no solvente para garantir que a cuba fique saturada com vapor de solvente.
Permite-se o desenvolvimento até que a frente de solvente atinja a distancia necessaria
(usualmente 10 a 15 cm), remove-se a placa e marca-se a posic¢ao da frente do solvente com um
objecto pontudo. Seca-se a placa ao ar ou em estufa, mas deve-se considerar a sensibilidade da
amostra ao calor e a luz. Os diversos solutos separados podem ser localizados por diferentes
métodos (Vogel, 2002).
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4.5.1.1.5. Métodos de revelacao

Substancias coloridas podem ser vistas directamente sobre a fase estacionéria.
Substéancias incolores podem ser detectadas atraveés de um reagente apropriado que colore as

regides ocupadas pelas manchas. Os métodos de revelacdo podem ser:
Métodos ndo-destructivos

e Radiacdo visivel e UV (254 nm e 366 nm)

e Vapor de iodo

e Agua

e Indicadores de pH (bromocresol / bromofenol)

Métodos destrutivos

e 50% H,S0O,/110°C

e 5% Dicromato de potassio ou 5% 4acido nitrico em 40% H,SO, seguido de aquecimento a
110 °C, UV (vitaminas) / 4gua (hidrdlise - ésteres) / iodo (acidos gordos poliinsaturados)

o Reagentes especificos sdo conhecidos para quase todas as classes de compostos (Vogel,
2002).

4.5.1.1.6. Medida e identificacdo de solutos

Sob condigdes constantes de temperatura qualquer soluto move-se com uma razao

constante em relagéo a frente do solvente.

D2

D1

Figura 6 - Determinagéo pratica do Rf
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Esta razdo é conhecida como valor Rf (frente relativa ou factor de retencédo), onde:

B Distancia da amostra (D1)
 Distincia da frente do solvente (D2)

Rf

Para efectuar a analise qualitativa em TLC € necessario empregar solu¢des padrdo para a
comparacédo dos indices de retencdo (Rf) destes com os do analito. Caso sejam coincidentes e as
manchas apresentarem a mesma aparéncia (cor) pode-se concluir tratar-se do mesmo composto
mas, todavia carece de confirmagdo a partir de outros métodos analiticos (por exemplo:

espectrometria de massa, espectrometria de infravermelho entre outros) (Degani et al, 1998).

4.5.1.1.7. Vantagens e Desvantagem da TLC

Vantagens

Técnica simples e versatil: aplica-se a quase todas as classes de compostos.

Usa-se pequenas quantidades de amostra.

A separacao pode ser obtida com custos razoaveis: bom adsorvente e solventes puros.
As separagdes podem ser obtidas em tempos relativamente curtos.

vV V V V V

O processo de separacédo é visivel e pode ser melhorado alterando adsorventes ou a fase
movel ao contrario de GC e HPLC.
> Permite que se analisem na mesma placa varias amostras a0 mesmo tempo. Numa placa

de 20x20 cm, podem se analisar simultaneamente cerca de vinte amostras (VVogel, 2002).

Desvantagem

E muito lento, maior tempo de analise que implica grande perda de agua e maior
consumo de corrente eléctrica. A substancia a ser extraida é aquecida durante muito tempo,
correndo o risco de sofrer transformagGes como oxidacdo, hidrolise, entre outros (Zunguze,
2010).
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4.5.2. Cromatografia em coluna normal (CC)

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

usada como uma técnica de pré-purificacdo (Vogel, 2002).

4.6. Métodos espectroscopicos

Quando uma molécula absorve energia de uma radiacdo electromagnética, pode ocorrer
varios tipos de excitacdo, como, por exemplo, excitacdo electronica, excitacdo rotacional,
excitacdo que induz a trocas de spin electronicos, etc; inclusive pode produzir-se ionizacéo se a
energia disponivel é de ordem do potencial de ionizacdo da molécula e consegue expulsar um
electrdo. Todas estas absorcdes aparecem em regides diferentes do espectro electromagnético
posto que cada modo de excitacdo requer uma quantidade especifica de energia (Allinger, et al
1991).

A luz visivel, os raios X, 0s microondas, as ondas de radio, e assim por diante, todas séo
diferentes tipos de radiacdo electromagnética. Colectivamente, esses tipos compdem 0 espectro
electromagnético (McMurry, 2006).

< Energia

Frequéneia (v) em Hz

102 1018 1016 101 1012 1010
Raios y Raios X Ultravioleta Infravermelho Microondas Ondas de Rédio
1012 1010 10* _J !__1 4 10+ 102
- T~ 3
- T~ Comprimento de onda (A) em m
- -
- Visivel -
— - —~ —
- | _
380nm 500nm 600nm 700nm 780nm

3.8.10"m 7.8.10 'm

Figura 7 - Espectro electromagnético envolvendo uma faixa continua de comprimentos de onda e

[frequéncia, desde ondas de rddio até os raios gama (y) na regido de alta frequéncia.

Os métodos espectroscopicos de analise sdo baseados na medida da quantidade de
radiacdo produzida ou absorvida pelas moléculas ou pelas espécies atdbmicas de interesse.
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Podemos classificar os métodos espectroscdpicos de acordo com a regido do espectro
electromagnético envolvida na medida. As regifes espectrais que tém sido empregadas incluem
0S raios vy, os raios X, ultravioleta (UV), visivel, infravermelha (IV), microondas e
radiofrequéncia (RF) (SKOOG, et al (2006).

4.6.1. Espectroscopia Visivel e Ultravioleta (UV-Vis)

A espectrofotometria visivel e ultravioleta € um dos métodos analiticos mais usados nas
determinacBes analiticas em diversas areas. E aplicada para determinacdes de compostos

organicos e inorganicos, como, por exemplo, na identificacdo do principio activo de farmacos.

A espectroscopia de absor¢do molecular é valiosa para a identificacdo dos grupos
funcionais na molécula. Mais importante, entretanto, sdo as aplicacBes da espectroscopia de
absorcdo visivel/ ultravioleta para a determinacdo quantitativa de compostos contendo grupos

absorventes.

A regido ultravioleta do espectro € geralmente considerada na faixa de 200 a 400 nm, e a
regido do visivel entre 400 a 800 nm. As energias correspondentes a essas regides sdo ao redor
de 150 a 72 k.cal.mol™ na regido ultravioleta, e 72 a 36 k.cal.mol™ para a regi&o visivel (Lemos,
et al. 2009).

4.6.1.1. Procedimentos Analiticos em Espectrofotometria UV-Vis

Analise qualitativa: pela analise da absorvancia é possivel determinar qual espécie

quimica esta presente na amostra. Também é possivel detectar contaminagdes ou processos de
decomposicdo de matérias-primas pela comparacdo dos espectros de absor¢do da matéria e do

padrdo da mesma (Lemaos, et al. 2009).

Analise quantitativa: a condicdo essencial para qualquer determinacdo por

espectrofotometria no visivel e ultravioleta é a observagéo da lei de Beer.

Outras condi¢cdes como pH, técnicas de extracgdo por solventes, ajuste do estado de
oxidacgdo, remocdo prévia dos interferentes, controle da forca idnica do meio, e as variacfes das

temperaturas também séo observadas (Lemos, et al. 2009).
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4.6.2. Espectroscopia no Infravermelho (1V)

A radiacdo infravermelha corresponde a parte do espectro electromagnético situada entre
as regides do visivel e dos microondas (Silverstein et al., (2006).

A espectroscopia de infravermelho € um tipo de espectroscopia de absorcdo e usa a
regido do infravermelho do espectro electromagnético. Baseia-se no fato de que as ligagdes
quimicas das substancias possuem frequéncias de vibragdo especificas, as quais correspondem a
niveis de energia da molécula (chamados nesse caso de niveis vibracionais). A radiacdo no
infravermelho faz com que os &tomos ou grupos de &tomos de compostos organicos vibrem com
amplitude aumentada ao redor das ligagfes covalentes que os ligam. Uma vez que 0S grupos
funcionais das moléculas organicas incluem arranjos especificos de atomos ligados, a absor¢édo
da energia no IV por uma molécula organica ocorrerd de uma maneira caracteristicas dos tipos
de ligacbes e atomos presentes nos grupos funcionais especificos daquela molécula. Essas
vibracdes sdo quantizadas e, a medida que elas ocorrem, os compostos absorvem energia no IV
em regides especificas da parte IV do espectro. Por espectrometria IV podem-se analisar

amostras gasosas, liquidas e solidas (Barbetta, et al.).

4.6.3. Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os nucleos de certos atomos, na espectroscopia de ressonancia magnética nuclear
consideram-se, como 0s electrdes, animados de spin. A rotacdo destas particulas carregadas —
rotacdo de carga — gera um momento magnético orientado segundo o eixo do spin, o que
significa que estes nucleos funcionam como mindsculas barras magnéticas.

Um desses nucleos, precisamente aquele em que estaremos interessados, é o do &tomo do
hidrogénio ordinario, *H, ou seja, o protdo. Segundo a Mecanica Quantica, se colocar um protdo
num campo magnético externo, o respectivo momento magnético pode orientar-se de uma das
duas maneiras seguintes: com ou contra o campo externo. O alinhamento segundo o sentido do
campo € o mais estavel e tera de haver absorcdo de energia para fazer saltar o minusculo
magnete protdnico para o alinhamento menos estavel, contra o campo.

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

necessaria para efectuar a inversao (Solomons, et al. 2006).
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4.6.4. Espectroscopia de Massa (MS)

Na espectroscopia de massa, as moléculas sdo bombardeadas com um feixe de electrdes
de alta energia. As moléculas ionizam-se e cindem-se em muitos fragmentos, algumas das quais
sdo iBes positivos. Cada espécie de iGes possui determinado valor da razdo da massa para a
carga, ou valor m/z. Como na maioria dos ides, a carga é 1, m/z é simplesmente a massa do 180
(Solomons, et al. 2006).

4.7. Meétodos de identificacdo qualitativa das classes dos metabdlitos secundarios

Embora uma planta possa conter centenas de metabdlitos secundarios, apenas 0s
compostos presentes em maior concentracdo sdo geralmente isolados e estudados pela

fitoquimica classica.

4.7.1. Deteccdo de Alcaldides

Extractos secos séo dissolvidos individualmente em acido cloridrico diluido e em seguida

filtrados.
Teste de Mayer

Os filtrados séo tratados com reagente de Mayer (Tetraiodomercurato de potassio

Kz[Hgl4]). A formagdo de um precipitado de cor amarelo indica a presenca de alcaldides.
Teste de Wagner

Os filtrados sdo tratados com reagente de Wagner (lodo em lodato de Potassio 1,/KI). A

formacédo de um precipitado de cor marrén- vermelho indica a presenca de alcaloides.

Teste de Dragendroff

Os filtrados sdo tratados com reagente de Dragendroff (Tetraiodobismutato de potassio
K[Hgls]). A formacdo de um precipitado de cor vermelho ou castanho indica a presenca de

alcaldides.
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Teste de Hager

Os filtrados sdo tratados com reagente de Hager (solucdo saturada de acido picrico).

Presenca de alcaldides é confirmada pela formacéo de um precipitado de cor amarelo.

4.7.2. Deteccdo de Glicosidos

Os extractos sao hidrolisados com &cido cloridrico diluido e depois sdo submetidos ao
teste de glicosidos.

Teste de Borntragers modificado

Os extractos hidrolisados séo tratados com solucdo de cloreto férrico e imersos em agua
em ebulicdo cerca de 5 minutos. A mistura é arrefecida e é extraida com iguais volumes de
benzeno. A camada de benzeno e separada e tratada com solucdo de aménia. Formacdo de cor-

de-rosa na por¢cdo amoniacal indica a presenca de antranol glicésidos.

4.7.3. Deteccédo de Saponinas

Teste de espuma

Os extractos sdo diluidos com &gua destilada para 20 mL e sdo agitados num cilindro
graduado até 15 minutos. Formacdo de 1 cm de camada de espuma indica a presenca de
saponinas. Ou, 0,5 mg de extracto séo agitados em 2 mL de agua. Se for produzido uma espuma

persistente durante 10 minutos indica a presenca de saponinas.

4.7.4. Deteccdo de Fitosterdis

Teste de Salkowski

Os extractos sdo tratados com cloroformio e filtrados se necessario. Os filtrados séo
tratados com gotas de acido sulfurico concentrado, agitar e deixar em repouso. O aparecimento

de cor amarelo dourado indica a presenca de Triterpenos.
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Teste de Libermann-Burchard

Os extractos sdo tratados com cloroférmio e filtrados se necessério. O filtrado € tratado
com gotas de anidrido acético, aquece-se e arrefece-se. Adiciona-se o é&cido sulfarico

concentrado. Formacéo de anel castanho na juncdo indica a presenca de fitoesterais.

4.7.5. Deteccdo de Fendis

Teste de cloreto férrico

Extractos secos sdo tratados com algumas gotas da solucdo de cloreto férrico. A formacéo

de cor preta azulada indica a presenca de fendis.

4.7.6. Deteccdo de Taninos

Teste de gelatina

Para o extracto, é adicionado uma solu¢do de gelatina a 1% contendo cloreto de sodio. A
presenca de taninos é confirmada pela formacéo de um precipitado branco.

4.7.7. Deteccdo de Flavonoides

Teste do reagente alcalino

Os extractos sdo tratados com algumas gotas da solugdo de hidréxido de sodio. A
formacdo de uma cor amarela intensa que poderd desaparecer depois de adi¢do de um é&cido

diluido, indica a presenca de flavonoides.

Teste de acetato de chumbo

Os extractos sdo tratados com poucas gotas de solucéo de acetato de chumbo. A presenca

de flavonoides € confirmada pela formacéo de precipitado de cor amarelo.
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5. PARTE EXPERIMENTAL

Nesta parte sdo apresentados os procedimentos usados desde o trabalho de campo
(colheita da amostra) até a realizacdo dos ensaios laboratoriais de acordo com os objectivos
definidos e com as condi¢es técnicas e materiais disponiveis.

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

presente trabalho.

Colheita das amostras

A 4

Secagem e Moagem

Y

-
Extraccdo com Soxhlet
(Solvente MeOH)
) I
A 4 A\ 4
[ Residuo ] [ Extracto MeOH ] _______________
| Concentracgéo |
<+— Testes fitoquimicos 1
v N o e e e e e e e e e e e e /7
Extraccdo de alcaldides Totais
(Solvente CHCl5)
A 4
A 4 \ 4
[ Extracto CHCI; ] [ Extracto Aquoso ]

A 4 A 4

Esquema 2 - Esquema geral seguido no trabalho
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5.1. Colheita e identificacdo boténica da planta

As raizes das plantas em estudo foram colhidas nas provincias de Gaza (S. henningsii) e
Maputo (Z. capense) e identificadas segundo nomenclatura cientifica e vernacular, no Herbario

do Departamento das Ciéncias Bioldgicas da UEM.

5.2. Secagem e moagem das amostras

Amostras: Z. capense ( cascas das raizes) e S. henningsii (parte lenhosa das raizes).

A secagem da amostra procedeu-se em duas fases sendo que a primeira fase de secagem
foi realizada a temperatura ambiente durante 45 dias no laboratorio dos produtos naturais do
Departamento de Quimica da UEM, enquanto a segunda fase de secagem decorreu durante cerca
de 10 dias, secagem esta que foi realizada na estufa (Scientific — series 2000) a uma temperatura
regulada de 50° C.

A moagem das raizes foi feita no laboratorio dos produtos naturais do Departamento de
Quimica da UEM.

5.3. Preparacgéo dos extractos

Método de extraccao solido-liquido usado para a realizacao deste trabalho, foi a extrac¢édo

por Soxhlet. O solvente usado foi 0 MeOH a 85%.

5.3.1. Extracc¢ao por Soxhlet

21.61g do po das cascas das raizes de Z. capense foram submetidos a um refluxo
continuo com o MeOH a 85% durante 24h horas, isto €, até a descoloracdo completa da solucéo
no soxhlet.

Seguiu-se 0 mesmo procedimento para 80.52g do p6 das raizes (parte lenhosa) de S.

henningsii, durante 36h.
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5.3.2. Evaporacao do solvente

Os extractos (com principios activos) obtidos a partir das raizes das plantas foram
concentrados no rotavapor da marca Buchi R-250/215 (fig. 1 anexo 1V) acoplado com bomba de
vécuo e temperatura de banho-maria de 60 °C, e rotacdo do baldo a 100, e depois submetidos a
procedimentos quimicos de isolamento de alcaldides. Os dados relativos ao processo de

extraccdo e concentragdo dos extractos estdo apresentados na tabela que se segue.

Tabela 2: Nome cientifico com dados da extraccdo e concentracdo do extracto bruto

Material Massa da Volume do Extracto Percentagem
Vegetal amostra (g) MeOH (mL) | concentrado (g) (p/p)
Z. capense 21.61 200 3,034 14%
S. henningsii 80.52 200 18,332 22,8%

Para atingir os objectivos tragcados neste trabalho, foram realizados alguns ensaios
preliminares, analises de diferentes procedimentos quimicos de isolamento e identificacdo de
Berberina e seus analogos, usando a amostra de Z. capense, como se pode ver no fluxograma do
anexo |. Deste conjunto de experimento, um método foi adoptado devido a sua simplicidade, e
por outro lado facilidade de se poder analisar o nimero grandioso das amostras, como se
descreve no Esquema 3.
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5.4.Procedimento usado para extraccao de Alcaloides Totais (AT)

Extracto Metandlico
Concentrado

1. Acidificacdo com HCl a 2N (pH~2)

1 1
1 1
1 1
1 1
' 2. Alcalinizacdo com NH,OH a 25% (pH
' 9~10) '
1 1

A\ 4
Extraccdo com CHCl;

A A

[ Fase Aquosa ] Fase
Cloroférmica

Y

Residuo viscoso

(AT)

Esquema 3 — Extrac¢do dos alcaldides totais

Este método € baseado na propriedade de Berberina e seus analogos (alcaléides com
nitrogénio quaternario) terem um comportamento distinto em diferentes condigdes de pH

(Furaya, at al.1972), como se pode ver na equacao da reaccao abaixo.

Com acidificacdo da solucdo, Berberina passa para forma de sal (forma I1) que é soltvel
em H,0O, e agitacdo com Eter dietilico vai solubilizar os outros compostos (ndo soltveis em
H,0).
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Tornando a solugdo alcalina (pH 9~10), a forma de sal é convertida em base livre (forma
1), que € solivel em CHClI; (fase organica).

R,N*OH + HCl ———— R,N*CI + NH,OH ———> R,N*OH'
-H,0 -NH,CI

forma | forma Il forma |

5.4.1. Extraccdo dos alcal6ides totais

Zanthoxylum capense

15 mL de extracto metandélico concentrado teve o seguinte procedimento:
v" Foi acidificado com 6 mL de HCI a 2N e houve aparecimento de turvacdo da solucao;

v' Com adicdo de 15 mL de Eter dietilico e agitacdo enérgica, a turvacio desapareceu e a

solucdo adquiriu a cor castanho-claro;
v Alcalinizou-se com 2 mL de NH,OH a 25%, e a solucdo adquiriu a cor castanho-escuro;

v Foi agitado energeticamente com 20 mL de CHCI3 e deixado em repouso durante 24h,
onde houve separacdo de duas fases, cloroférmica e aquosa, que posteriormente foram

separados e usadas para TLC.

Strychnos henningsii

4 mL de extracto metandlico concentrado teve o seguinte procedimento:

v Foi acidificado com 1,5 mL de HCIl a 2N e houve aparecimento de turvacdo de cor

amarela que com agitacdo a solucdo adquiriu a cor castanha;

v/ Com a adicdo de Eter dietilico a solucdo dividiu-se em duas camadas, nomeadamente,

castanha escura em baixo e castanha clara em cima;
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v Alcalinizou-se a solucgdo de duas camadas com 0,10 mL de NH,OH, e a solugdo adquiriu
uma cor vermelha, que com agitagcdo passou a ter duas camadas, escura em baixo e clara

em cima;

v De seguida foi agitado energeticamente com 10 mL de CHCI; e deixado em repouso
durante 24h, onde houve separacdo de duas fases, cloroférmica (castanha clara) e aquosa
(escura), que posteriormente foram separados e usadas para TLC.

5.4.2. Teste fitoquimico para identificagdo qualitativa de Alcaldides

Dividiram-se os extractos obtidos em volumes iguais, por 2 tubos de ensaio:
Tubo 1 — Adicionou-se 3 gotas de reagente de Mayer
Tubo 2 — Adicionou-se 3 gotas de DGR

5.4.3. Preparagdo da Amostra — Padréo de Berberina

0.0526g de cristais amarelo de Cloreto de Berberina (Fluka: (CioH:sCIONO,4.2H,0)
[5956-60-5] Mr=407.86 g/ml, pureza assay > 90% (AT), m.p 204-206 dec.), foi dissolvido em 50
mL de H,O destilada (solucdo amarela pH 6) e alcalinizada com 30 gotas de NH,OH a 25% até
pH 10 (solugéo de cor alaranjada). De seguida procedeu-se a extracgdo com CHCl3, separando-se
a fraccdo aquosa (cor amarela acastanhado) da fraccdo cloroférmica (30 mL de solucédo
castanha), contendo Berberina em forma de base livre, que foi usado como padrdo de referéncia

nas analises.

5.4.4. Andlise por TLC do extracto cloroféormico de Z. capense

O extracto cloroférmico obtido foi submetido a analise por TLC junto com a amostra
padrdo usando como fase estacionaria silica gel 60 Fas4 (Merck) sobre as placas comerciais de
aluminio (20 x10 cm) e em dois sistemas de eluicdo [n-BuOH-Acetato de etilo-AcOH-H,0O
(30:50:10:10) e CHClI3-MeOH (3:1)]
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5.4.5. Fraccionamento dos extractos por CC

5.4.5.1. Preparacdo da amostra

20 mL do extracto cloroférmico de Z. capense foram evaporados a temperatura

ambiente obtendo-se alcal6ides em forma de cristais.

5.4.5.2. Montagem e Enchimento da coluna

Enche-se a coluna de vidro com silica gel 60 até uma altura de 10 cm, comprimindo-se

muito bem com ajuda de uma vareta de vidro.

A amostra € introduzida do mesmo modo, separando-a da silica gel por meio de um filtro
(algoddo). Compacta-se a amostra sobre a silica gel e coloca-se novamente o algoddo na

extremidade superior (fig.4 anexo V).

5.4.5.3. Eluicédo

Para a separacdo dos compostos em analise usou-se as seguintes fases:

v' Fase estacionaria: Silica gel 60 Fjsgy;

v' Fase movel (eluente): Solucdo de CHCI3 (75mL), seguido de misturas de CHCI; —
MeOH (75mL cada) e finalmente MeOH (75mL), de menos polar para mais polar como

se indica na tabela no sentido de solucdo de 1 a 6.

Tabela 3: Sistema de solventes (% v/v) usado na CC

Solugéo 75 mL % de CHClI; % de MeOH
1 100 0
2 90 10
3 85 15
4 80 20
5 50 50
6 0 100
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5.4.6. Analise por TLC das fraccdes de Z. capense obtidos por CC

As 24 fracgdes obtidas por CC foram submetidas a anélise por TLC em placas de Silica
gel 60 F,s4 € foram depois pulverizadas com DRG e aquecidas a 100 °C.

Os sistemas de eluicdo usados para esta analise sao: n-BuOH-Acetatode etilo-AcOH-H,0
(30:50:10:10) e CHCI3-MeOH (3:1).

5.4.7. Testes de actividade bioldgica

5.4.7.1. Testes antimicrobianos

Com vista a avaliar a actividade antimicrobiana e determinar as respectivas CIMs
(Concentracdes Inibitéria Minimas) nos extractos das raizes contra alguns microrganismos,

foram utilizados dois métodos principais:

» Meétodo difusdo em agar e
» Meétodo de diluicao.

a) Equipamentos para testes antimicrobianos b) Material de vidro
- Autoclave - Copos de Becker

- Balanga analitica - Erlenmeyers

- Bico de Bunsen - Proveta graduada

- Estufa - Placas de Petri

- Freezer -20 °C - Pipeta

¢) Reagentes
- Agua destilada
- Solucéo de metanol a 50%

d) Meios de cultura
o Agar sangue
o Agar sabouraud

o Agar McConkey
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e) Microrganismos

Tabela 4: Microrganismos e suas caracteristicas

Caracteristicas

Microrganismos

Gram- positivo

Staphylacoccus sp

Streptococcus sp

Gram-negativo

Escherichia coli

Salmonella sp

Fungo

Candida sp

5.4.7.1.1. Preparacdo dos meios de cultura

1. Pesar o po6 e coloca-lo num copo de Becker

Acrescentar a metade dos 1000 mL de &gua destilada.

Dissolver os ingredientes em &gua agitando continuamente com um bastdo de vidro ou
com um agitador eléctrico (uso de barra magnética), evitando a formacdo de espuma.
Apos a formacdo de uma suspensdo homogénea, completar o volume do meio com o

restante da agua.

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

aquecimento desnecessario.

Filtrar em papel de filtro para retirar as impurezas

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

agar-agar.

Distribuir os meios nas placas de Petri até quase a metade.
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8. Esterilizar em autoclave a 121°C (1 atmosfera de pressdo) por 20 minutos e ja estdo

prontas para 0s ensaios.

Ap0s a preparacdo das placas com meios de cultura e espalhados os microrganismos,
foram colocados em cada placa 4ul. das amostras em concentragdes mais elevadas de 200
mg/mL sobre os microrganismos e posteriormente incubadas por 24 h a 37 °C. Este
procedimento preliminar tinha como objectivo apurar se 0s extractos eram ou ndo activos contra

0s microrganismos. Os resultados estdo apresentados na tabela 7.

5.4.7.1.2. Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Os extractos a concentracdo maxima de 200 mg/mL que exibiram actividade antibacteriana foram
diluidos para 150, 100, 50 e 25 mg/mL. Foram tomados 4ulL de cada concentracdo, os quais foram
impregnados nas placas de Petri contendo os respectivos meios de cultura. Ap6s a incubagéo a 37 °C
durante 24 h as concentracGes mais baixas que ndo permitem a visualizacdo dos halos de inibicdo foram
consideradas como sendo as Concentra¢des Inibitorias Minimas (CIMs). Os resultados alcangados estéo

ilustrados nas tabelas 8, 9, 10, e 11 respectivamente.

5.4.7.2.Testes antiparasitarios

O teste in vitro de inibicdo de ecloséo de ovos é realizado para verificar o efeito inibitério de
um composto (natural ou n&o) na ecloséo dos ovos.
Neste teste, podem ser utilizados controlos positivos, com drogas padrfes conhecidas, para

comparar o percentual de eficicia do produto natural em relacéo ao sintetico.

a) Equipamentos para testes

antiparasitarios b) Material de vidro  c) Reagentes

-BOD - Copos de Becker - Agua destilada

- Balanca analitica - Erlenmeyers - Solucdo salina saturada
- Peneiras de 1mm, 105pL, 55ul e 25ul. - Proveta graduada - Tween 80

- Tubos de Falcon - Placas de 24 pogos

- Centrifuga - Pipeta

- Vortex

- Microscopio
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5.4.7.2.1. Recuperacao de ovos nematoides gastrointestinais

» Colectar fezes do reto de animais infectados que apresentam OPG acima de 2000 ovos.

» Pegar uma porcéo das fezes, macerar e acrescentar agua aquecida.

> Filtrar o material fecal em quatro peneiras com as seguintes reticulagdes: Imm, 105um,
55um e 25um.

» Lavar a peneira de 25um com agua destilada, com auxilio de pisseta, para retirar os
ovos que ficaram retidos.

» Colocar este conteido em um Béquer e posteriormente transferi-lo para tubos Falcon.

» Colocar os tubos Falcon em centrifuga por 5 min a 3000 rpm.

> Apos a centrifugacdo, descartar o sobrenadante, completar com solucéo salina saturada
para a ressuspensdo do sedimento.

» Centrifugar por 5 min a 300 rpm

»  Apos a centrifugacdo, despejar o sobrenadante na peneira de 25um e lavar com agua
destilada (caso suspensdo fique suja, repetir a centrifugacdo com solucdo salina
saturada).

»  Despejar o conteudo da peneira em um célice de decantacdo (1h); deixar a temperatura

ambiente.

5.4.7.2.2. Teste de eclodibilidade larvar

Foram colectados aproximadamente 100 ovos/poco em placas de 24 pocos e adicionados
os tratamentos fitoterapicos, controlo positivo e controlo negativo. O extracto vegetal foi
adicionado em 4 concentragdes diferentes. Como controlo positivo utilizou-se o tiabendazole a
5%.

O controlo negativo € composto agua destilada e Tween 80 na mesma concentracéo

utilizada nos extractos. Para cada tratamento e controlo foram preparadas 3 repetigoes.

E por Gltimo foram identificadas as placas e acondicionadas em BOD de 27°C por 24h. E
apos 24h foram feitas as leituras e calculadas as percentagens da inibi¢do da eclos&o do ovos. Os

resultados estdo apresentados nas tabelas 12.
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6. RESULTADOS E DISCUSSAO

Testes fitoquimicos

» Teste fitoquimico para identificacdo qualitativa de Alcaldides
Precipitados brancos com o reagente de Mayer e amarelos com o de Dragendorff séo
indicativos da provavel presenca dos alcaldides em Zanthoxylum capense e Strychnos henningsii,

respectivamente.

» Andlise cromatografica por TLC do extracto cloroférmico

Zanthoxylum capense

No cromatograma C.1 do anexo Il (TLC-1), do extracto cloroférmico, ha uma mancha
pouco visivel que apos ser revelada com a solucdo de DRG a luz visivel obteve uma coloragéo
castanha com Ry igual a 0.46 que é igual ao Rt tedrico de Berberina neste sistema.

No cromatograma C.2 do anexo Il (TLC-I), do extracto cloroférmico, apresenta uma

mancha pouco visivel que apds ser revelada com a solu¢do de DRG a luz visivel obteve uma

coloragdo amarela com Rt igual a 0.46 que confirma a presenca de Berberina.

Rf=0.46

Figura 8: Cromatograma do extracto cloroférmico de Zanthoxylum capense no sistema eluente CHCI; —
MeOH (3:1)
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Strychnos Henningsii

No cromatograma C.1 do anexo Il (TLC-II), do extracto cloroférmico, ha uma mancha
pouco visivel que apos ser revelada com a solucdo de DRG a luz visivel obteve uma coloracéo
castanha com Ry igual a 0.02.

Cromatograma C.2 do anexo Il (TLC-II), do extracto cloroférmico, apresenta uma

mancha pouco visivel que apos ser revelada com a solucdo de DRG a luz visivel obteve uma
coloragdo amarela com Rt igual a 0.01.

» Analise por TLC das 24 fraccdes de Z. capense obtidas por CC

e Sistema eluente CHCI; — MeOH (3:1)

Figura 9: Cromatogramas das 24 frac¢des de Zanthoxylum capense obtidas por CC

Satar Angelo Assuate Pagina 39



Trabalho de Licenciatura 2014

Tabela 5: Resultado de TLC das 24 frac¢des de Zanthoxylum capense obtidas por CC

Dados experimentais
N° Fraccao Cores das manchas ap0s revelacdo com
Re DRG
Amostra-Padréo 0.46 Castanho claro
I 1-3 0.45-0.47 Castanho claro
I 4-6 0.44-0.45 Castanho
i 7-10 0.42-0.44 Castanho fraco
v 11-14 0.41-0.42 Castanho fraco
\Y 15-20 0.40-0.42 Castanho muito fraco
VI 21-24 | - N&o visivel

As 24 fraccbes foram depois agrupadas em 6 fracgbes segundo o seu perfil

cromatogréafico como ilustram os cromatogramas C.1 e C.2 no anexo Il (TLC-I111).

- As fracgdes de 1 a 3 (agrupadas na fraccdo I) apresentaram manchas bem visiveis com R; no
intervalo 0.45-0.47, todas com cor castanho claro. Os valores de R¢estdo muito préximos de 0,46
da amostra padrdo com uma pequena diferenca de = 0.01 unidades.

- As fraccOes 4 a 6 (agrupadas na fraccdo 1) apresentaram manchas bem visiveis com R; no
intervalo 0.44-0.45, todas com cor castanha. Os valores de R;estdo proximos de 0,46 da amostra

padrdo com uma diferenca maxima de 0.02 unidades.

- As fracgOes de 7 a 10 (agrupadas na fracgdo 1) apresentaram manchas bem visiveis com Rg
no intervalo 0.42-0.44, todas com cor castanha. Os valores de R;estdo um pouco abaixo de 0,46

da amostra padréo.

- As fraccOes de 11 a 14 (agrupadas na fraccao 1V) apresentaram manchas bem visiveis com Rs
no intervalo 0.40-0.42, todas com cor castanho fraco. Os valores de Ryestdo um pouco abaixo de

0,46 da amostra padréo.

- As fraccOes 15 a 20 (agrupadas na fraccdo V) apresentaram manchas bem visiveis com R; no
intervalo 0.44-0.45, todas com cor castanho fraco. Os valores de R;estdo pouco abaixo de 0,46

da amostra padréo.
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- As fraccOes de 21 a 24 (agrupadas na fracgdo V1), ndo revelaram nenhuma mancha.

De acordo com os dados obtidos, e as caracteristicas semelhantes existentes entre as
manchas da amostra padrdo e as fraccbes em analise agrupadas em | e em Il, podemos afirmar

que o composto presente nessas fracgdes é a Berberina.

E para as fraccGes agrupadas em I, IV e V que apresentam caracteristicas pouco

préximas da amostra padrdo podem se tratar de compostos analogos da Berberina.

» Andlise por TLC das 6 fraccGes de Z. capense resultantes da andlise das 24 fraccdes
obtidas por CC
e Sistema eluente CHCIl; — MeOH (3:1)

Tabela 6: Resultado de TLC das 6 fraccdes de Zanthoxylum capense obtidas por CC

Dados experimentais
N° Fraccao R¢ Cores das manchas apds revelacdo com DRG
Amostra-Padréo 0.46 Castanho claro
I 1-3 0.46-0.47 Castanho claro
I 4-6 0.45-0.46 Castanho claro

Em seguida as 6 fraccbes formam submetidas a analise por TLC e agrupadas em 2
fraccBes, segundo o seu perfil cromatografico como ilustram os cromatogramas C1 e C2 no
anexo Il (TLC-1V).

- As fracgOes de 1 a 3 (agrupadas na fraccéo 1) apresentaram manchas bem visiveis com R no
intervalo 0.46-0.47, todas com cor castanha. Os valores de R;estdo proximos de 0,46 da amostra
padrdo com uma diferenca de 0.01 unidades.

- As fraccOes 4 a 6 (agrupadas na fraccdo 1) apresentaram manchas bem visiveis com R; no
intervalo 0.45-0.46, todas com cor castanha. Os valores de Ryestdo proximos de 0,46 da amostra

padrdo com uma diferenca de 0.01 unidades.
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De acordo estas caracteristicas semelhantes existentes entre as manchas da amostra
padrdo e as fraccbes em andlise agrupadas em | e em Il, conclui-se que o composto presente
nessas fraccdes é a Berberina.

> Testes antimicrobianos

Tabela 7: Resultados da actividade antimicrobiana dos extractos de Z. capense e de S. henningsii

Zona de inibicdo (mm) para a concentrardo de 200mg/ml
Microrganismos Z. capense S. henningsii
(Fraccdo CHCly) (Extracto MeOH)
Candida sp 2
Salmonella sp 3 2
Staphylacoccus sp 3 2
Streptococcus sp 2
E. Coli
--- Sem inibigéo

» Determinacdo da Concentracao Inibitoria Minima (CIM)

Tabela 8: Determinacao da CIM na Salmonella sp

Z. capense (Fraccdo CHCI3) S. henningsii (Extracto MeOH)
Conc. (mg/mL) | 200 | 150 | 100 | 50 | 25 | 200 | 150 | 100 50 25
Halo (mm) 3 2 1 2 1

Tabela 9: Determinacdo da CIM na Staphylacoccus sp

Z. capense (Frac¢do CHCI3) S. henningsii (Extracto MeOH)
Conc. (mg/mL) | 200 | 150 | 100 | 50 | 25 | 200 | 150 | 100 50 25
Halo (mm) 3 3 2 1| -- 2 2 1

Tabela 10: Determinacgéo da CIM na Candida sp

Z. capense (Fracgdo CHCI3)

Conc. (mg/mL) | 200 | 150 | 100 | 50 | 25

Halo (mm) 2 1
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Tabela 11: Determinacdo da CIM na Streptococcus sp

Z. capense (Fraccdo CHCI;)

Conc. (mg/mL) | 200 | 150 | 100 | 50 | 25

Halo (mm) 2 1

Os testes antimicrobianos realizados sobre a fraccdo cloroformica de Z. capense e do
extracto metandlico S. henningsii usando os microrganismos: E.coli, Candida sp, Salmonella sp,

Staphylacoccus sp e Streptococcus sp, mostraram que:

v A fraccdo cloroférmicade Z. capense inibe o crescimento da Candida sp, Salmonella sp,
Staphylacoccus sp e Streptococcus sp respectivamente.

v' O extracto metanolico de S. henningsii inibe o crescimento da Salmonella sp e
Staphylacoccus sp respectivamente.

v Os extractos previamente testados (a uma concentracdo maxima de 200 mg/mL) e que
inibiram o crescimento dos microrganismos, foram diluidos para 150, 100, 50 e 25
mg/mL a fim de se determinar as respectivas Concentracdes Inibitorias Minimas (CIMs)
pelo método de diluicdo, donde foi constatado que para a fraccdo cloroférmica de Z.
capense podem ser usadas as concentracGes inibitérias minimas de 100 mg/mL contra a
Salmonella sp, 50 mg/mL contra a Staphylacoccus sp, 150 mg/mL contra a Candida sp e
150 mg/mL contra a Streptococcus sp, e, para 0 extracto metandlico de S. henningsii
podem ser usadas as concentracGes inibitérias minimas de 150 mg/mL contra a
Salmonella sp e 100 mg/mL contra a Staphylacoccus sp conforme mostram os resultados

nas tabelas 8, 9, 10 e 11 respectivamente.
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» Testes antiparasitarios

Tabela 12: Actividade dos extractos de Z. capense e S. henningsii em funcdo da concentracdo para o

numero de ovos, larvas e a percentagem de inibicdo para eclosdo dos ovos.

Z. capense (Fraccao CHCI5) S. henningsii (Extracto MeOH)

Concentracéo (%) Ovos | Larvas | % Inibicdo | Ovos | Larvas | % Inibicéo
0.62 98 2 98 96 4 96
1.25 100 0 100 97 3 97
2.5 100 0 100 99 1 99
5 100 0 100 100 0 100
Controlo (+) 100 0 100 100 0 100
Controlo (-) 0 100 0 0 100 0

v A tabela 12 revela que a percentagem de inibicdo para eclosdo dos ovos observada ap6s
24h foi de 100,0%; 100,0%; 100,0%; e 98,0%, respectivamente nas concentracdes de 5;
2,5; 1,25; e 0,62% para a fraccdo cloroférmico de Z. capense, e, 100,0%; 99,0%; 97,0%;
e 96,0%, respectivamente nas concentracOes de 5; 2,5; 1,25; e 0,62% para o extracto

metanolico de S. henningsii.

v A percentagem de inibicdo para eclosdo dos ovos submetidas a fraccdo cloroférmico de
Z. capense e extracto metandlico de S. henningsii apresentaram eficiéncia de 100,0% na
concentracdo maxima de 5% quando comparados ao controle positivo que também
apresentou eficiéncia de 100% apés 24h. Resultados esses que confirmam a maior

eficacia dos extractos na inibi¢do da eclosdo dos ovos.

v' A percentagem de inibicdo para eclosdo dos ovos comeca a decrescer a partir da
concentracdo 0,62% para a fraccdo cloroférmico de Z. capense e 1,25% para 0 extracto

metanolico de S. henningsii.

v' As substancias utilizadas como “controlo negativo” tanto a agua destilada quanto o

Tween 80 ndo influenciaram na eclosdo dos ovos.
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7. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

7.1. Conclusodes

Da pesquisa bibliografica feita acerca da composicéao fitoquimica dos extractos das raizes
das plantas estudadas justificam cientificamente o seu amplo uso na medicina tradicional para o

tratamento de Malaria, Tuberculose, Febre, Amebiase, etc.

Os testes fitoquimicos realizados sobre os extractos metandlicos das raizes de
Zanthoxylum capense e Strychnos henningsii revelaram a presenca de alcal6ides, um grupo

principal de metabdlitos secundarios.

Foi identificado a presenca da Berberina na fraccdo cloroférmica de Zanthoxylum
capense obtida do extracto metandlico, através de andlises cromatograficas, usando como

referencia os valores de Rstabelados e o da Amostra-Padrao.

Os testes antimicrobianos realizados sobre os extractos das raizes das plantas revelaram
que:

v' A fraccdo cloroférmica de Zanthoxylum capense possui uma actividade significativa
sobre a Candida sp, Salmonella sp, Staphylacoccus e Streptococcus sp respectivamente.
As concentracfes inibitérias minimas determinadas foram de 100 mg/mL contra a
Salmonella sp, 50 mg/mL contra a Staphylacoccus sp, 150 mg/mL contra a Candida sp e
150 mg/mL contra a Streptococcus sp respectivamente..

v O extracto metanolico de Strychnos henningsii possui uma actividade significativa sobre
a Salmonella sp e Staphylacoccus respectivamente.
As concentragdes inibitorias minimas foram de 150 mg/mL contra a Salmonella sp e 100

mg/mL contra a Staphylacoccus sp respectivamente.

Os resultados dos testes antiparasitarios realizados sobre os extractos das raizes das
plantas Zanthoxylum capense e Strychnos henningsii mostram que as duas plantas possuem uma
actividade significativa sobre a eclosdo dos ovos nematdides gastrointestinais de animais

infectados.
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A percentagem de inibicdo para eclosdo dos ovos observada apos 24h foi de 100,0%;
100,0%; 100,0%; e 98,0%, respectivamente nas concentragdes de 5; 2,5; 1,25; e 0,62% para a
fraccdo cloroférmico de Z. capense, e, 100,0%; 99,0%; 97,0%; e 96,0%, respectivamente nas

concentracgdes de 5; 2,5; 1,25; e 0,62% para o extracto metandlico de S. henningsii.

A actividade antimicrobiana e antiparasitaria do extracto de Zanthoxylum capense pode
estar associada a existéncia de Berberina, um alcaldide conhecido como um farmaco com

actividade poderosa, e que € actualmente empregue na pratica médica.
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7.2. Recomendacdes

Recomenda-se a realizacdo de um estudo aprofundado de outras variedades de plantas
afim de se apurar convenientemente a existéncia ou ndo dos alcal6ides de grupo de Berberina e a

realizacdo de testes bioldgicos com espécies de microrganismos conhecidas.

O estudo das plantas deve ser realizado até o isolamento e purificacdo de Berberina e
analisado por técnicas espectroscépicas de analise, para a confirmacao total.

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

cruciais para um melhor estudo das mesmas.

Recomenda-se também uma melhor coordenacdo entre as instituicdes ou 6rgdos
responsaveis pela pesquisa e estudo das diferentes espécies com propriedades curativas e 0s
praticantes da medicina tradicional em Mocambique, para uma melhor administracdo das

plantas.
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ANEXOS

ANEXO I: Fluxogramas de Isolamento de Berberina como alcaléide principal

Material vegetal em p6
l Extraccdo exaustiva com EtOH
Separacdo por evaporagao

Residuo ‘

Dissolucéo em H,O quente e filtragdo l
v Filtrado Solucéo 1
Residuo 1 lAdigéo de HCl diluido

Cristalizagéo de Berberina Hidrocloreto (Cloreto de Berberina)

Separagéo (Filtracdo ou decantacao)

Cristais
v
Purificagdo com EtOH Solugdo 2
Solucéo
Precipitagdo com Eter
Precipitado 1
l | v
Dissolucédo em H,O quente Solucédo 3
Solucéo
l Adicdo de gotas de NaOH a 10 %
Solugdo Alcalinizada
l Adicdo de Acetoma e diluicdo da solugdo com igual volume de H,O
Precipitacdo de Berberina — Acetona
Repouso durante 1 noite a baixa temperatura (congelador ou geleira)
Separacgdo e lavagem com H,O gelada
Berberina — Acetona seca (cristais)
Sol:géo 4 lDiIuigéo com EtOH absoluto: CHCI; (10:1)

Solugao

Aguecimento até fervler e depois arrefecimento

v v
Solugédo 5 Cristais de Berberina puro
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ANEXO II: Cromatogramas

Nos cromatogramas abaixo (TLC 1 e TLC I1):

C.1 = Cromatograma do sistema de solvente CHCIl; — MeOH (3:1)

C.2 =Cromatograma do sistema de solvente n-BuOH-EtilAcetato-AcOH-H,0 (30:50:10:10)
A = Fraccéo Cloroformica

B = Fraccdo Aquosa

Padrdo = Amostra-Padréo de Berberina

TLC - I: Cromatogramas dos extractos cloroféormicos de Zanthoxylum capense

Rf=0.46
Rf=0.46
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TLC - 1l: Cromatogramas dos extractos cloroférmicos de Strychnos Henningsii

Rf = 0.46

Rf = 0.46

Rf = 0.02 Rf = 0.01

TLC - I11: Cromatogramas das 24 fracc6es obtidas por CC
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TLC - IV: Cromatogramas das 6 fraccBes resultantes da analise das 24 fracgdes obtidas
por CC
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ANEXO I11: Fotos dos resultados dos testes de actividade antimicrobiana

V\ S. Henningsii

S

A& Z. Capensel||

Fig. 1 — Halos de inibicdo observados Fig. 2 - Halos de inibicdo observados
para Candida sp para Staphylacoccus sp

Fig. 3 - Halos de inibicdo observados Fig. 4 - Halos de inibigdo observados
para Salmonella sp para Streptococcus sp
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ANEXO IV: Equipamentos

Fig. 1 - Rota vapor usado para
concentrar o extracto metanélico

Fig. 3 - Ampola de decantagéo usada

para extrair alcaléides totais Fig. 4 — Ampola de decantacdo usada

para fraccionamento do extracto
cloroférmico de Z. capense
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Fig. 6 — Autoclave usada para incubar
as placas de petri

Fig. 5 — Fracgdes obtidas do extracto
cloroférmico de Z. capense por CC
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