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RESUMO

As plantas da familia das liliaceae e em particular a do género Asparagus sao utilizadas
em Mog¢ambique na medicina tradicional para o tratamento de varias doengas de origem

microbiana.

A sua acgao medicinal pode estar relacionada com a presenga de substancias activas na
sua composicdo fitoquimica de compostos conhecidos por saponinas. As saponinas tém
despertado um grande interesse na familia das liliaceae ndo somente pelo interesse

quimico mas também porque apresentam actividades bioldgicas variadas.

No presente trabalho, fez-se um estudo fitoquimico das raizes da planta Asparagus

plumosus Baker, especificamente tentou-se isolar as saponinas no extracto metanolico.

Foram usados para o estudo desta planta dois metodos de extracgdo: extracgdo por
Maceragéo e extracgdo com Soxhiet usando os solventes Eter de petroleo, Diclorometano,
Metanol e n-Butanol. As fracgdes n-butandlicas foram escolhidas para o fraccionamento
por Cromatografia Liquida de Media Pressao (MPLC) no ambito de isolar as saponinas
presentes nesta planta e as diferentes fracgées foram analisadas por Cromatografia em
Camada Fina (TLC).

Foram isolados 3 compostos que apresentam na Cromatografia em Camada Fina (TLC) as

caracteristicas de saponinas.

Fez-se a hidrdlise acida da fracgdo total das saponinas (fracgdo n-butandlica) com o
objectivo de identificar os agucares presentes e as analises foram feitas por Cromatografia

em Papel (PC) onde foram identificados os aglcares Glucose e Ramanose.

Almirante Carfos Dima Trabalho de Licenciatura-UEM X
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1.  INTRODUGAO

O uso de plantas medicinais para aliviar doengas e prevenir enfermidades, € uma pratica
que é usada desde a antiguidade. Ha cerca de 5 mil anos a humanidade socorria-se de
produtos naturais como sendo uma fonte primaria de medicamentos. A origem do
conhecimento do Homem sobre as virtudes das plantas € numerosa e muitas foram as
fontes que abriram esse caminho: o sexto sentido, a inspiragéo, o instinto, o exemplo dos
animais, a casualidade, a observagado, o ensinamento indigena, as religides, a pesquisa,
etc. Verificou-se durante muito tempo que os remédios naturais baseados nas plantas
eram os principais recursos de que os médicos dispunham. Houve pequenas mudangas
durante este periodo de tempo; contudo, estes dois Gltimos seculos trouxeram uma
explosdo na compreensdo de como os produtos naturais sdo produzidos e como
interagem com outros organismos.

E importante realgar que antigamente, quando a industria quimico-farmacéutica nem
pensava em nascer, as plantas eram amplamente utilizadas ndo s na medicina mas
também na alimentag¢do, na religido, magia e rituais, para fins aromaticos (incensos,
perfumes, defumagdes), produtos de beleza, ornamentos ou simplesmente para espantar
insectos (mosquitos e tragas) [30].

Hoje a humanidade volta-se para a natureza e a saude do corpo passa a estar
directamente vinculada a uma alta qualidade de vida, vida esta que para se ter é
necessario manter o contacto directo com a natureza.

As plantas tém um grande valor medicinal devido a presenca de substéncias quimicas
activas. Muitos dos principios activos sdo complexos € a sua natureza quimica exacta
ainda ndo € conhecida.

A qualidade da droga é creditada directamente aos seus componentes activos,
substancias inertes ou pouco activas farmacologicamente. A natureza quimica destas
substancias deve-se aos seguintes grupos principais: taninos, alcaldides, glicésidos,
glucoquininas, saponinas, mucilagens vegetais, principios amargos, 6leos gordos, dlecs
essenciais, hormonas e anti-sépticos vegetais [8][29].

A nossa flora mogambicana é rica em recursos de origem vegetal, recursos estes que

podem ser aproveitados para o estudo e a investigagdo sobre as plantas medicinais. A

Almirante Carlos Dima Trabalho de Licenciatura-UEM
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populagdo mogambicana no geral, e principalmente a residente nas zonas rurais baseia-se
no uso de plantas medicinais para o tratamento de certas doengas assim como também
para a prevengao pois ja provaram ou tentaram provar a sua eficacia. Neste sentido torna-
se pertinente o estudo das plantas medicinais mogambicanas, pois poucos estudos foram
realizados até hoje.

Portanto nestes ultimos anos, um interesse particular sobre as plantas medicinais e a
medicina tradicional foi manifestada nos paises africanos sob a recomendagao e o apoio
da OMS e OUA. E assim que estudos etnobotanicos e fitoquimicos foram realizados na
maioria dos paises africanos. Em Mogambique estudos semelhantes foram realizados em
alguns Centros de Investigagdo, Institutos de pesquisas, Ministério da Salde e

Universidades.

A malaria é um dos grandes problemas de saude pablica. E uma doenga endémica em
algumas partes de Africa, Asia e América Latina e é responsavel pela morte de mais de
um milhdo de criangas por dia em Africa. A resisténcia do parasita da malaria Plasmodium
falciparum as drogas antimalaricas comummente usadas e a resisténcia do vector anéfelo
mosquito aos insecticidas explicam a persisténcia da malaria. Todos estes factores levam
0s cientistas a continuarem com as investigacbes de novos produtos antimalaricos
sintéticos ou naturais [21].

Estudos recentes realizados por Oketch-Rabah et al sobre as raizes da planta Asparagus
africanus mostraram que foi isolada uma sapogenina denominada de Muzanzagenina que
se revelou possuir uma actividade antiprotozoaria (antileishmanidtica e antimalarica)
moderada contra a Leishmania major e o Plasmodium falciparum. Na mesma planta foram
isoladas também saponinas esteroidais (Spirostanésidos e oligofurandsidos) no extracto
metandlico das raizes. Numa outra planta do género asparagus: Asparagus dumosus

foram isoladas saponinas esteroidais do extracto butandlico.

E neste ambito que no presente trabalho se propGe realizar um estudo fitoquimico da
planta medicinal Asparagus plumosus Baker (familia das Liliaceae) e especificamente,

isolar e caracterizar as saponinas esteroidais nas raizes desta planta.

Almirante Carlos Dima Trabalho de Licenciatura-UEM
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2. OBJECTIVOS DO TRABALHO

2.1. Objectivo Geral

Este trabalho tem como objectivo realizar o estudo fitoquimico duma planta com
actividade antiprotozoaria: Asparagus plumosus Baker (familia das Liliaceae).

Objectivos Especificos

Extrair, separar e identificar as saponinas na fracgdo metandlica das raizes da
planta Asparagus plumosus Baker;

Comparar por Cromatografia em Camada Fina a composigdo quimica dos extractos
brutos de metanol obtidos por Maceragéo e Soxhlet das raizes da planta Asparagus
plumosus Baker;

Hidrolisar os extractos metandlicos e identificar por Cromatografia em Camada Fina
(TLC) e Cromatografia em Papel (PC) em compara¢do com os dados da literatura
os carbohidratos presentes.

. METODOLOGIA

O presente trabalho obedeceu a seguinte sequéncia:
Pesquisa bibliografica;
Recolha da amostra no campo;
Trabalho experimental que teve as seguintes etapas:
v Preparagdo das amostras (secagem e moagem),
v Extracgéo e fraccionamento;
v Analise e discussio dos resultados.

Elaboragéo do relatério final.

Almirante Carfos Dima Trabalho de Licenciatura-UEM 3
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4. SAPONINAS

As saponinas também chamadas saponédsidos (0 seu nome deriva do Latim “Sapo,
Saponis”, que significa sabdo) possuem propriedades tensoactivas. Elas formam uma
espuma persistente quando agitadas na agua a semelhanga do sab&o. Esta actividade
superficial das saponinas fez com que durante centenas de anos fossem usadas como
detergentes naturais. Essas propriedades sdo também referenciadas em algumas plantas
usadas como detergentes, ex. erva do sabdo (Saponaria officinalis), arvore do sabéo
(Quillaja saponaria) ou améndoa do sabdo (Sapindlus mukurossi). A maioria das
saponinas tem ademais propriedades hemoliticas devido & capacidade de alterar a

permeabilidade das membranas bioldgicas, sendo toxicas para animais de sangue frio [1].

As saponinas encontram-se em cerca de 75% de todos os tipos de plantas e com um teor
de 0.1 a 30% de massa seca; pertencem as substancias secundarias mais abundantes
nas plantas [24].

Em geral, as saponinas formam um grupo particular de heterdsidos derivados dos
triterpenos tetraciclicos ou seja, sdo glicdsidos de esterdides ou terpenos policiclicos. Esse
tipo de estrutura, que possui uma parte com caracteristica lipofilica (triterpeno ou
esteride) e outra parte hidrofilica (agucares), determina a propriedade de reducgido da
tensdo superficial da agua e suas acgbes detergente e emulsificante. Portanto, estes
compostos sdo dificeis de serem isolados e elucidados estruturalmente mas, apesar
destas dificuldades, desde a antiguidade esse grupo de substancias tem um interesse
farmacéutico, seja como adjuvante em formulagGes, componentes activos em drogas
vegetais (devido a sua actividade farmacoldgica), elas podem ser de aplicagéo directa a
terapéutica e, por outro lado, também podem ser utilizados indirectamente como
precursores para a obten¢do de farmacos por semissinteses quimicas (obtencdo de
anticonceptivos orais, diuréticos, hormonas sexuais, corticoides) e podem ser empregues

como ferramentas farmacotécnicas devido as suas propriedades fisicas (tensoactivas) [1].

Almirante Carlos Dima Trabalho de Licenciatura-UEM 4
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As saponinas apresentam um numero variavel de agucares ligados entre si quer em
cadeia linear ou ramificada e os mais comuns sdo: D-glicose, D-galactose, L-ramanose, L-
arabinose, D-xilose, D-fucose, os &cidos D-glucurénicos, D-galacturénico e o 6-
desoxiglucose. A D-apiose, D-ribose, D-quivonose e D-alose sao também reportadas mas
sdo pouco comuns. Em alguns organismos marinhos também foi encontrado o D-
Chivonose. Os agucares da série D- tém maioritariamente uma ligagdo a-glicosidica e os

aglcares da série L- tém a ligagéo g-glicosidica [3][24].

4.1. Classificagao das Saponinas

4.1.1. Classificagdo das saponinas segundo o nucleo fundamental aglicona

As saponinas sdo geralmente classificadas de acordo com o nucleo fundamental aglicona:
Assim podem ser denominadas de saponinas esteroidais ou saponinas triterpénicas.

[ SAPONINAS ]

1
1 1

[ ESTEROIDAIS 1 [ TRITERPENICAS J

|
1 1 1 1 1
[ ACIDAS ] [ BASICAS ] [ NEUTRAS ] [ PENTACICL[CAS] [ TETRACICLICAS J

As saponinas esteroidais podem ser classificadas de acordo com o seu caracter de acida,
basica ou neutra.

O caréacter acido pode ser devido a presenga de um grupo carboxilo na parte aglicona ou
na cadeia de agucares ou ambos. E o caso por exemplo do Sarsaparilésido (1) que contém
o acido glucurénico na sua estrutura.

Almirante Carlos Dima Trabalho de Licenciatura-UEM
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O caracter neutro pode ser devido a presenga de oxigénio na molécula no anel F e as
saponinas esteroidais neutras sdo derivadas do Spirostano (exemplos: Smilagenina () e

Digitogenina (1ll)).

an) | ()

O caracter basico deve-se & presenga do nitrogénio na molécula, em geral sob a forma de
uma amina secundaria ou terciaria. Estas saponinas podem ser divididas em duas classes
seguintes:

A primeira classe consiste em analogos nitrogenados de saponinas contendo nitrogénio

secundario, é o caso de Solasodina (IV) e Tomatidina (V),

HN

(IV) V)

A segunda classe consiste nos analogos nitrogendos de saponinas contendo um sistema
de anel condensado e nitrogénio terciario, é o caso da Solanidina (VI) e Demissidina (V).

(V1) (v

Almirante Carlos Dima Trabalho de Licenciatura-UEM 6
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As saponinas triterpénicas podem ser classificadas de acordo com o numero de anéis

ciclicos presentes de pentaciclicas ou tetraciclicas.

As Saponinas Triterpénicas Pentaciclicas apresentam os esqueletos do tipo S-amirina
conhecidos como oleonanos com dois grupos CHi no Cao (exemplo: Acido Oleanéico
(VIl)); a-amirina conhecidos como ursanos com o grupo CH; @ em Cyp e outro CH3 a em

C1s (exemplo: Acido Ursélico (IX)) e o esqueleto de lupeol (X).

R0

Estrutura do tipe g-amirina Estrutura do tipo ¢ —amirina
(vin) (IX)

(X)
A maioria das saponinas triterpénicas tetraciclicas pertence ao nicleo de Dammarano: E o
caso de 208 Protopanaxadiol (XI) e 20S Protopanaxatriol (XII).
£ s

(XI) (Xm
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Existem 3 agliconas esteroidais basicas: Spirostano! (Xill), Furostano! (XIV), esterbide
alcaldide (XV) (fig-1) e 4 agliconas triterpénicas basicas: Oleanano (XVI), Ursano (XVIil),
Hopano (XVIHl) e Dammarano (XIX) (fig-2).

Assim as saponinas esteroidais dividem-se em dois grupos maiores: os glicésidos do
Spirostanol (XIll) e os glicésidos do Furostanol (XIV}); e um terceiro grupe menor, o dos
glicésidos nitrogenados esteroidais que sao tratados como alcaldides (XV) de acordo com

a sua frequéncia [11].

HO
(XV)

Figura-1: Esqueletos basicos de agliconas esteroidais
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(XVI) (XiX)

Figura-2: Esqueletos basicos de agliconas triterpénicas
4.1.2. Classificagao segundo o nimero de cadeias de aglcares
Esta classificagdo das saponinas refere-se ao numero de cadeias de agucares ligados na

aglicona. Elas podem ser chamadas de saponinas monodesmosidicas, bidesmosidicas e

tridesmosidicas.

[ SAPONINAS ]

||
1 1 1

[MONODESMOSiDICAS] [ BIDESMOSIDICAS ] [ TRIDESMOSIDICAS ]

As saponinas monodesmosidicas possuem uma cadeia de agucares e a unido dos
acglcares realiza-se no hidroxilo de Ca (exemplo: Digitalina (XX)) (fig-3).

Nas saponinas bidesmosidicas, estabelece-se uma esterificagdo adicional com outras
moléculas glicosidicas através do grupo acido situado sobre ¢ €32 ou Ca¢ (@ maioria com
ligagdo éter em C; e outra com ligagdo éster em Cz2 ou Cgg): caso de Ginsengdsido Rb;
(XXl) e Furostanol-Typ ACS 2 (XXli) {fig-4).

As saponinas tridesmosidicas (as que contém trés restos de carbohidratos) raramente

foram encontradas [1][3].
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HO

0T, (T
MeO

HO )

(XX)

Figura-3: Exemplo de saponina monodesmosidica

{XX1) (XXII)
Figura-4: Exemplos de saponinas bidesmosidicas

4.2. Ocorréncia, distribuigdo e nomenclatura das saponinas

As saponinas esteroidais e triterpénicas apresentam uma distribuicdo diferenciada no reino
vegetal. As saponinas esteroidais neutras sdo encontradas quase que exclusivamente em
monocotileddneas, principalmente nas familias Liliaceae, Discoreacea e Agavaceae. Os
géneros Smilax, Discorea, Agave e Yuca sdo especialmente ricos em saponinas
esteroidais. Estas saponinas encontram-se também em dicotiledéneas com excepgao na
familia Scrophulariaceae no género Digitalis. Importa dizer que, no reino animal as estrelas

do mar constituem um unico exemplo de animais com saponinas esteroidais [11]{29].

As saponinas esteroidais basicas ou alcaldides encontram-se principalmente na familia
Solanaceae concretamente no género Solanum. Por outro lado, as saponinas triterpénicas
sd0 encontradas em dicotiledoneas, pteridéfitas e alguns animais de sangue frio. Em
dicotiledéneas encontram-se principalmente nas familias da Araliaceae, Sapindaceae,

Hippocastanaceae, Sapotaceae, Polygalaceae, Caryophylaceae e Primulaceae [1].
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No que diz respeito a nomenclatura das saponinas até agora ainda ndo existe uma
nomenclatura uniforme para este grupo de substancias. Frequentemente é acrescentada a
terminagdo -ina ao nome da planta, onde a saponina foi isolada pela primeira vez (ex.
Asparasaponina, Dioscina), enquanto que as Furostanolsaponinas recebem a terminagéo -
osidos (ex. Asparagésidos, Ginsengosidos). Alguns autores usam para as

Furostanolsaponinas o prefixo proto- (ex. Protodioscina, Protoglacillina) [24)].

Saponinas com estrutura idéntica recebendo nomes de acordo com a sua origem torna a
sistematizagdo geral dificil (ex. a Protodioscina da planta Discorea collettii & idéntica a
ACS-2 da planta Asparagus officinalis). Para diferenciar saponinas semelhantes da mesma
planta sdo usadas letras efou nimeros (ex. Sojasaponina A;, Sojasaponina A
Ginsengodsido Rb, Ginsengosido Rby).

4.3. Biogénese das Saponinas

A porgdo esteroidica das saponinas esteroidais (denominada sapogenina) origina-se a
partir do acetilCoenzima-A via acido mevaldnico e escualeno. Uma vez formado o
precursor esteroidico com 27 atomos de carbono (por ex. Cicloartenol), este é
desidrogenado para originar 3-colestanona. A colestanona é oxidada nos Cq¢ & Caa. Este
intermediario altamente oxidado na cadeia lateral pode sofrer uma desidratagdo entre os
hidroxilos dos C4g € C32, 0 que origina 3-furostanona; este por sua vez pode sofrer primeiro
uma oxidagdo e depois sofrer outra desidratagdo entre os hidroxilos dos Cz2 e Ca
restantes, o que da lugar a um composto propriamente dito Spirostano. A 3-Spirostanona
pode ser reduzida a 3-Spirostanol e que pode sofrer processos enzimaticos de glicosilagio

para originar saponinas esteroidicas {fig-5).
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HiC OH

HyC—C—85—CoA —— —_—

COOH  CHzOH

Cicloartenol

3-Colestanona
{0

3-Spirostanona

Saponina Esteroidal

Figura-5: Origem biogenética de Sapogeninas e Saponinas estercidais.
4.4. Métodos de detecgio e identificagao das saponinas

A detecgdo e identificagdo das saponinas no vegetal sdo realizadas a partir das suas
propriedades fisico-quimicas, propriedades estas que estédo relacionadas com o feste de
espuma que pode ser denominado por teste de acgéo superficial, que é realizado com o
eitracto aquoso obtido a partir do decocto vegetal, e o teste de acgdo hemolitica que pode
ser determinado tanto em um tubo de ensaio contendo uma solugdo tamponizada de

células sanguineas, como em placas cromatograficas, apés a migragdo dos diferentes
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extractos vegetais em teste. Importa também salientar que, as medi¢gbes de espuma, da
actividade hemolitica ou da toxicidade em peixes que foram usadas antigamente para
informagdes quantitativas, ja ndo sdo usadas actualmente. pois verificou-se que estas

propriedades ndo se manifestam igualmente em todas as saponinas [24].

Para a identificagdo das saponinas usam-se os métodos cromatograficos e
espectroscopicos tais como: Cromatografia de camada fina (TLC), Ressonancia Magnética
Nuclear (RMN), Ultravioleta (UV), Infravermelho (IV), Espectroscopia de Massa (MS), etc.

4.4.1. Ensaios de reconhecimento das saponinas esteroidais

As saponinas esteroidais podem ser reconhecidas usando os testes fitoquimicos
preliminares seguintes: ensaios (teste) de espuma, hemdlises dos glébulos vermelhos,

teste de Liebermann-Burchard e ensaios para os carbohidratos [29].

4.41.1. Ensaio de espuma

Ao agitar uma solugdo aquosa duma amostra que contém saponinas, forma-se uma
espuma estavel como quando se agita uma solugdo aquosa de sabao. Visto que podem
existir também outras substancias que podem formar espuma, deve-se assumir este

ensaio como uma presumivel prova de existéncia das saponinas esteroidais.

4.4.1.2. Ensaio de hemdlise

Este ensaio &€ muito mais confiavel do que o teste de espuma. A uma suspenséo de
glébulos vermelhos em uma solugdo alcalina diluida, adiciona-se uma solugdo amostra
que se presume conter saponinas. Se os glébulos vermelhos se rompem (hemolisam),
assume-se que esta prova é positiva. Este ensaio pode ser em um tubo de ensaio 49, em
caixas de Petri com agar-sangue ou em caixas de Petri com gelatina-sangue 51. E
pertinente salientar que quando a amostra contém taninos, estes devem ser eliminados

muito antes de se realizar a prova pois eles interferem. Este facto logra-se positivo por
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meio de um tratamento repetido da amostra com 6xido de magnésio (MgO) o qual se

complexa com os taninos da solugao eliminando-os.

4.4.1.3. Teste de Liebermann-Burchard

Para este ensaio, extrai-se o residuo seco contido em pequenos copos trés vezes com 2
mi de cloroférmio. Filtra-se a solugao cloroférmica para um tubo de ensaio seco. Junta-se
1 ml de anidrido acético e agita-se suavemente. Junta-se trés gotas de acido sulftrico
concentrado e agita-se suavemente. Quando o teste é positivo verifica-se a formagéo de
uma coloragado vermelha no caso em que temos saponinas néo livres e no ¢aso contrario
observa-se a formag¢ao de uma coloragéo verde-azulada.

4.4.1.4. Ensaios para carbohidratos

A presencga de carbohidratos ligados pode ser reconhecido faciimente mediante os ensaios
de Molisch, da Antrona, Seliwanoff, etc; estes ensaios (testes) baseiam-se na aplicagdo de
reagentes especificos na qual se observa a formagdo duma coloragdo que serve como

indicador da presencga de carbohidratos.

4.5. Actividade biolégica das saponinas e outros usos

Algumas saponinas esteroidais tém mostrado diversas actividades bioldgicas:
antimicrobiana, antiparasitaria, antiprotozoaria, antitumoral, ictiotéxica, antiinflamatoria,
antitlcera, antihepatotoxica, antifertilidade, moluscicida; citotdxica, insecticida;

espermicida, analgésica, antipirética, sedativa, etc.

4.5.1. Actividade antifingica

As saponinas esteroidais sdo fungicidas muito potentes comparadas com as saponinas
triterpénicas, mas o seu espectro de actividade é muito restrito contra outros organismos.
Da planta Serania salzamanniana foram isoladas 4 saponinas (XXlIlla-XXllld) que

apresentam actividade antifingica contra o Cryptococcus neoformans, Candida albicans e
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Aspergillus fumigatus e tambem mostraram actividade moluscicida contra a Biomphalaria

alexandrina que € o vector causador da Schistosoma mansoni [6].

XXllita
XXlilb
XXille

XXlilid
4.5.2. Actividade antibacteriana

As saponinas apresentam uma actividade antibacteriana ampla contra algumas bactérias.
Das folhas das plantas Dillenia papuana foi isolada uma saponina denominada de acido 3-
oxooleon-1,12-dieno-30-ocico (XXIV) com actividade antibacteriana contra as bactérias
Bacillus subtilis, Escherichia coli e Micrococcus luteus. Ela actua também como agente

defensor patogénico contra microorganismos das plantas [13].
HOOC,

4.5.3. Actividade espermicida

As saponinas s@o usadas em regides muito pobres como espermicidas (XXVa - XXVc¢).
Presume-se que o seu mecanismo de ac¢do se deve a desruptura do esperma do plasma

na membrana celular, como & o caso de muitas espermicidas comerciais [3][28].
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H3C,,,l’

R4
XXVa Aspafiliosido-A  —alu'—xyl
XXVb Aspafiliésido-B

XXVc Aspafiliésido-C —Glu*xyl
I6Ara

4.5.4. Actividade antiinflamatéria

As saponinas também apresentam uma actividade antiinflamatéria. Das raizes das plantas
Zanha africana que é usada na medicina tradicional na Africa do Sul para o tratamento da
disenteria, foram isoladas duas saponinas Zanhasaponina A (XXVla) e B (XXVIb) que
apresentam uma actividade antiinflamatéria (inibem a Naja naja fosfolipase A, uma
enzima que joga um papel importante na patogénese de varios processos de inflamagéo
da pele) por serem activas contra o edema acutico do acido araquidonico nos ratos {7].

o

" '*"’COOH
)
oH

(XXVla) Zanhasaponina A R = a-L-Rhap -(1—+ 2) - a-L-Rhap
(XXVIb) ZanhasaponinaB R = 8-D-Xyip -(1- 2) - a-L-Rhap -(1-+ 2) - a-L- Rhap
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4.5.5. Actividade insecticida

As saponinas apresentam uma actividade insecticida ampla contra insectos. Esta
actividade insecticida foi também proposta por muitos investigadores por ser a maior razéo
da biossintese das saponinas em muitas plantas [3].

4.5.6. Actividade citostatica

Das raizes da planta Hosta sieboldii que & usada na medicina tradicional na Asia para o

tratamento da leucemia foi isolada uma saponina esteroidal denominada de (25R) - 5a-
Spirostano-2a, 35-diol (gitogenina)-3-0O-{O-a-L-ramanopiranosil-(1-» 2)-O-[8-D-
glucuronopiranosil-(1— 4)]-8-D-galactopirandsido} (XXVIl) que apresenta uma actividade
citostatica contra as células HL-60 da leucemia [20].

(XXVII)

4.5.7. Actividade moluscicida

Uma das areas promissoras € a da investigagdo sobre a actividade moluscicida das
saponinas. Foi instituido ha cerca de 5 anos um programa de controlo e em regiGes
tropicais (possuem plantas ricas em saponinas) de doengas causadas pelas aguas
infectadas por caracdis e outros parasitas usando extractos de baga (Phytolacca
dodecandra conhecido por “endod'). Este extracto (previamente usado como sabio,
contendo 25% de saponinas), reduziu drasticamente a média de infecgbes de Schistosoma
mansoni. Da planta Sesbania sesbam foi isolada uma saponina denominada de acido 3-O-

[-a-L-ramanopirancsil-(1— 3)- B-D-glucuronopiranosil]-oleansico (XXVIIl) que apresentou
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uma actividade moluscicida contra a Biomphalaria glabarta que € um vector causador da

Schistosomiase e apresentou também actividade espermicida e hemolitica [3][5].

(XXVIIN

4.5.8. Actividade antiprotozoaria

Os protozoarios sdo animais unicelulares, coloniais ou isolados de grande primitivismo;
eles adaptaram-se nos mais variados ambientes, ocupando uma grande gama de nichos
ecolégicos. Alguns sdo parasitas, outros de vida livre e outros fazem mutualismo mas eles
Sa0 responsaveis por um elevado nimero de doengas tropicais incluindo a malaria,
leishmaniase, amebiase, trichomaniase (trichomonas vaginalis), tripanossomiase e outras

infecgbes protozoarias veterinarias [15].

Sao muitas as espécies de protozoarios que infectam o homem ou animais de interesse do

homem.
Estas espécies pertencem a trés subfilos diferentes do filo Protozoa, como segue:
L Subfilo Sarcomastigophora que compreende as superclasses:
(a) Mastigophora;
(b) Sarcodina

Subfilo Sporozoa;

Subfilo Ciliophora.
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Agentes antiprotozoarios

Os agentes antiprotozoarios sdo farmacos mais usados na profilaxia ou tratamento de
doengas parasitarias causadas por protozoarios e sdo divididos nos seguintes grupos:
agentes antimalaricos, agentes antiamebianos, agentes tripanomicidas, agentes
trichomonicidas, drogas antileishmanioticas e drogas usadas em infecgbes protozoarias

veterinarias.

Na literatura, poucos estudos foram realizados sobre as saponinas que apresentam esta
actividade. Segundo o trabalho realizado por Oketch-Rabah et al sobre a planta Asparagus
africanus foi isolada a Muzanzagenina {XXIX) que € uma sapogenina esteroidal que possui

uma actividade moderada contra a leishmania e a malaria [4][19].

4.5.9. Outros usos das saponinas

As saponinas sdo comummente usadas para envenenamento dos peixes (por ex: A
Digitalina (XX) cardiotonica da Digitalis purpura) e como suplementos nas dietas
(ginsengdsido Rb, (XXI) proveniente de varias espécies Panax (Ginseng)). A técnica de
envenenamento das aguas como forma de capturar os peixes tem sido usada como
tradigdo em muitas culturas de pescadores tais como pescadores brasileiros, indianos,
japoneses e nigerianos que até hoje praticam esta técnica usando espécies de saponinas

ricas em Serjania e Schimia [3].
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Foram investigados outros usos das saponinas, particularmente o efeito das saponinas no

sistema cardiovascular. Muitas tentativas no sentido de relacionar varias actividades

. biolégicas com a actividade hemolitica das saponinas d&o resultados inconclusivos. Varios

mecanismos de ac¢do das saponinas ainda sdo desconhecidos. A maior parte das
saponinas triterpénicas conhecidas sdo saponinas bidesmosidicas e usualmente nao
apresentam a actividade antifungica ou moluscicida. As saponinas bidesmosidicas podem
actuar como prodrogas desde que elas tenham propriedades superiores de transporte
(muito sollveis em agua) comparadas com as saponinas monodesmosidicas. Em algumas
plantas, as saponinas bidesmosidicas sdo formadas nas raizes e transportadas ao local de
infeccdo onde sdo quebradas enzimaticamente para formarem saponinas fungicidas

monodesmosidicas [3].

Suplementos didrios e géneros alimenticios sdo também fontes de uso de saponinas
contidas nas plantas. Uma das vantagens do uso destes suplementos (nos EUA) é a
capacidade potencial das saponinas de reduzirem o colesterol. Saponinas do feijdo-soja
mostraram-se capazes de reduzir o colesterol quando administradas no intestino dos ratos.
O extracto de Ginseng pode reduzir o colesterol total e a concentragéo do triglicérido mas

ndo afecta o HDL-colesterol [3].

4.6. Relagdo estrutura-actividade antifungica e hemolitica da Dioscina e Dioscinina

Os compostos Dioscina (XXX) e Dioscinina (XXXI) sdo furostanolsaponinas isoladas das
plantas tais como Polygonatum zanlanscianense pump, Dioscorea villosa e Dioscorea
polystachya que pertencem a familia Dioscoreaceae. Estas plantas sd¢ usadas na
medicina tradicional chinesa e mexicana para o tratamento da leucemia, palpitagbes,

doengas pulmonares, problemas estomacais, diabetes, reumatismo e mais.

O composto Dioscina e seus derivados apresentam uma actividade antiflngica contra
Piricularia oryzae e Hansemula anomala, mas apresentam também uma actividade
hemolitica. Para a actividade hemolitica a relagdo estrutura-actividade ainda nio foi
estudada [25].
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A actividade hemolitica e antifingica destes compostos estdo representadas na tabela-1. A
compara(,;,éo das estruturas e actividade dos derivados da Dioscina (XXXa — XXXd) e da
propria Dioscina revela que as actividades sdo proporcionais ao numero de residuos de
agucares. A actividade hemolitica do composto XXXc & inferior & do composto XXXd que
por sua vez € inferior & do composto XXXb, mas a sua actividade antifingica & maior e
varia no mesmo sentido (XXXc<XXXd<XXXb). Nota-se que a glucose do compostoc XXXc
deve ser muito importante para a sua actividade antifingica mas nao para a actividade
hemolitica. A ramanose do composto XXXb é responsavel pela sua actividade hemolitica
mas nao se pode generalizar porque por exemplo a ramanose do composto a-hederina
(XXXII) mostrou-se contribuir mais para actividade antifdngica do que para a hemolitica
[25].

(XXXII)
E importante realgar que os mesmos residuos de aglUcares podem desempenhar
diferentes papéis em diferentes saponinas.
A actividade hemolitica e antifingica do composto XXXa é maior do que a do composto
XXXb, devido & maior contribuigdo para estas actividades dos residuos de agucares

Ramanose(1— 2)Glucose do que Ramanose(1- 4)Glucose.

A Dioscinina e seus derivados mostraram também que as suas actividades variavam de
modo semelhante as da Dioscina e seus derivados. Contudo, na Dioscinina e seus
derivados os residuos de agucares ligados por ramificagdes contribuem mais para estas

actividades (hemolitica e antifugica) do que os residuos ligados em cadeia linear.

A actividade hemolitica e antifugica destes compostos estdo representadas na tabela-1.
Por outras palavras, quando as actividades hemoliticas e antifingicas dos compostos
XXX-XXXc foram comparadas com as dos compostos XXXla, XXXlc-XXXle, observou-se
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que as actividades dos compostos XXX-XXXc eram mais elevadas do que as dos
compostos XXXla, XXXlc-XXXle. Consequentemente, o grupo hidroxilo presente no Cq7
dos derivados da Dioscinina parece reduzir a actividade biolégica destes compostos.
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Tabela-01: Valores correspondentes "as actividades hemolitica (HDsg) e antifungica
(GIDsp) da Dioscina (1-5) e Dioscinina (6-12) [25].
HDso ( pM)* GIDsp ( pM)#

XXX 2.140.3 0.9110.15
XXXa 7.510.9 2.8+0.4
XXXb 15+2.0 7.8+1.1
XXXc 200+20 1142
XXXd 140£10 >100
XXXI 1.640.2 0.76+0.11
XXXla 4.5+0.5 1.7£0.2
XXXIb 55+7 2813
XXXlc 33+4 7.9+1.1
XXXid . 93+10 28+3
XXXle 230£30 1712
XXXIf 18020 >100

* Significa desvio padrao (n=8);

# Significa desvio padrdo (n=6);

HDsy representa a concentragdo da amostra que causa 50% de hemdlise.
GIDsy representa a concentragdo da amostra que causa 50% de inibigdo no crescimento

dos fungos.

4.7. Saponinas isoladas das plantas da familia Liliaceae com actividade biologica
Das raizes das plantas Asparagus africanus foi isolada a Muzanzagenina (XXIX) que é
uma sapogenina esteroidal que possui uma actividade moderada contra a leishmania e a

malaria [4][21].

Da planta Chlorophytum comosum que é usada na medicina tradicional na Africa do Sul

para o tratamento de bronquites, fracturas e queimaduras foi isolada uma saponina
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glicopiranosil-(1— 2)-O-[-8-D-Xilopiranosil-(1- 4)-8-D-galactopiranosido}

_ denominada de (25R) -38-hidroxi-5a-Spirotan-12-ona- (hecogenina) -3-O- {O-8-D-
(XXX  que

apresenta actividade inibidora sobre o ATP estimulado pela incorporagéo do p dentro

dos fosfolipidos das células-HelLa [18].

OH _oH
OH 0

e

OOKKIN)

Das raizes da planta Ruscus aculeatus que & amplamente distribuida na Europa e que &

usada para o tratamento de doengas das veias foram isoladas quatro saponinas

esteroidais [duas saponinas com genina Spirostanol (XXXIVa e XXXIVb) e outras duas

saponinas com genina Furostanol (XXXVa e XXXVb)] que mostraram uma actividade

citostatica inbidora sobre as células da Leucemia HL-60 [18].
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Das raizes da planta Anemarrhena asphodeloides que € usada na medicina chinesa como

diurético, antipirético, sedativo e antiinflamatério foi isolada uma saponina esteroidal

denominada de anemarsaponina-B {26-O-8-D-glicopiranofurost-20 (22) -ene-38,26-diol-3-
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O-g-D-glicopiranosil- (1 2) -g-D-galactopirandsido} (XXXVI) que se mostrou capéz de
inibir in vitro a PAF-induzida na agregagao das plaquetas dos coelhos [12].
HsC CHj

- 0—Glu

0

1Gly—O
2Gal
(XXXVI)
Das raizes da planta Hosta longipes foram isoladas trés saponinas (XXXVlla - XXXVli¢)
que apresentam actividade antitumoral contra os promotores do tumor porque inibem o
metabolismo dos fosfolipidos (sao inibidores sobre a ATP-estimulada pela incorporagao do
32p dentro dos fosfolipidos) [17].

Da planta Asparagus filicinus foram isoladas trés saponinas esteroidais aspafiliosido A
[uma saponina com genina Spirostanol (XXVa)), aspafiliésido B e C [duas saponinas com
genina Furostanol (XXVb e XXVc¢)} que mostraram um efeito inibidor sobre a mobilidade

do espermatozoéide humano e como agentes espermicidas [28].
4.8. Caracterizagao e descrigao da planta em estudo

Asparagus plumosus baker pertence a familia das liliaceae, familia esta que compreende
cerca de 4000 espécies agrupadas em mais de 280 géneros e € formada maioritariamente
por ervas providas de bolbos, rizomas e tubérculos. Muitas delas sao plantas de jardim e

$30 usadas para a elaborag¢do de produtos medicinais e cosmeticos. Outras como o alho
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(allium sativum), cebola (allium cepa) e o espargo comestivel (asparagus officinalis) sdo
utilizados para a alimentag3o.

Os géneros mais significativos s&o: Allium androcymbium, anthericum e asparagus.

O Asparagus plumosus Baker ¢ um bom diurético e laxativo. As partes mais usadas sao as
raizes e folhas e servem para curar a tuberculose, pneumonia, malaria, leishmania e parar

vomitos.
4.9. Descrigdo botanica da planta Asparagus plumosus baker

Sindénimo: Asparagus Setaceus

Nome comum: Asparagus Ornamental

Género: Asparagus

Familia: Liliaceae e também pode ser posta na familia Asparagaceae

Descricdao: é uma planta trepadeira com 5m, raizes fibrosas com 4 - 7mm de
comprimento, 0.5mm de largura, tem folhas escamosas e sdo duras, de flores simples e de
cor branca esverdeada, articulada na base e justa por cima, as pétalas tém 3 — 4mm de
comprimento e as sementes tém cerca de 1.0 — 3.5 mm de didmetro.

Propagagao: A sua propagacgédo € feita por sementes, expansdo da fruta de plantas
antigas por passaros.

Ocorréncia: Africa do Sul - Provincia do Natal, Transvaal, Cape Town; Zambia, Quénia e

Mogambique.

5. METODOS DE EXTRACGAO, PURIFICAGAO E ISOLAMENTO DAS SAPONINAS

Sendo glicésidos e, portanto, substéncias polares, as saponinas sdo geralmente soliveis
em agua e pouco soluveis em solventes apolares. As saponinas apresentam como
vantagem durante o seu processo de extrac¢do a eliminagdo de lipidos e clorofila. No
entanto, tem como desvantagem a possibilidade de se hidrolisarem durante 0 processo
extractivo, ou hidrotermdélise, no caso de extracgao a quente.

Portanto, por essas razdes e de um modo geral, a extracgdo & feita utilizando o seguinte:
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s Preparagdo da amostra (p6 das raizes ou folhas) com posterior extracgdo com
solventes por maceragdo, decocgdo, infusdo, soxhlet e percolagdo ou extracgdo
exaustiva [16].

Precipitagdo fraccionada e a formagdo de complexos com colesterol, didlise e

cromatografia de permuta idnica [30].

As saponinas de um modo geral ocorrem na forma de misturas complexas, em variagdes
quanto ao nimero de agulcares presentes para uma aglicona especifica e/ou abrangendo
variages quanto as agliconas e aos aglcares presentes tornando dificil o seu isolamento.
Portanto, sendo o processo de isolamento dos seus constituintes individuais moroso e com
técnicas dispendiosas, permite-se que sejam caracterizados as agliconas e os agucares
presentes.

O seu isolamento a partir das plantas é dificultado pela interacgdo com outras substancias
e possiveis mudangas estruturais no processo de extracgéo [24].

Em geral as saponinas s&o isoladas por uma extracgdo alcodlico-aquosa e o0s

componentes ndo saponinicos sao retirados de extractos por meétodos fisicos ou quimicos.

5.1. Extracgado

A extracgdo € uma técnica usada para separar um componente de uma mistura por meio

de um solvente.

Esta técnica é bastante usada para separar substancias de solugbes ou suspensdes
liquidas — extracgao liquido-liquido; ou para separar uma substancia de um soélido por

meio de um solvente — extracgéo sdlido-liquido.

A extracgé@o liquido-liquido consiste na agitagdo de duas soluges imisciveis, num funil de
separagdo, deixando em repouso durante algum tempo até separacgdo nitida das duas
camadas. Os diferentes solutos presentes distribuem-se entre as fases de acordo com as

suas solubilidades relativas.
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Para o presente trabalho, foi usada a extracgdo sélido-liquido que por sua vez compreende
0s seguintes métodos:

» Maceragao e,

» Soxhlet.

5.1.1. Maceragao
A extracgdo por Maceragdo consiste em submeter um material (amostra) sélido
previamente moido & ac¢ao de um solvente a temperatura ambiente. Algumas substancias

do sélido solubilizam-se no solvente de acordo com a polaridade.

5.1.2. Soxhlet

A extracgao por Soxhlet consiste num processo de extracgdo exaustiva de um sélido

(amostra) previamente moido por meio de um liquido: faz-se um refluxo continuo durante
um certo tempo até a descoloragdo do material em extracgao contido no interior de um

cartucho de material poroso.

5.2. Métodos de analise usados

5.2.1. Métodos Cromatograficos

A Cromatografia pode ser definida como uma técnica usada para separar e identificar os
componentes de uma mistura e baseia-se nas diferentes velocidades de arrastamento dos
solutos por um determinado solvente, num meio apropriado. A cromatografia, por si ou
associada a outra técnica, constitui uma das técnicas mais importantes da actualidade,
pois para além de ser aplicada na area de separagdo dos componentes de uma mistura,
serve também para a purificagao e identificagdo desses componentes.

Existem diferentes técnicas cromatograficas que podem ser subdivididas em varios tipos

de acordo com a natureza das fases, ou mecanismos de separagdo. No esquema que se
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segue, apresenta-se uma classificagdo da cromatografia baseada no estado fisico das
fases, movel e estacionaria.

CROMATO
GRAFIA

CROMATOGRAFIA CROMATOGRAFIA
GASOSA LiQuIDA
Fase movel; Gas Fase tnédvel: Liquida

Cromatografia (" Cromatografia A

Giés-gblido Gés-diquido
F.E: 36lido F.E: lquido COLUNA PLANAR

GsC GLC
\. .

liguicto-sdlido {iquido-lquido Liguido de média camada fina em pape!
F.E: sdlido F.E: liquido pressio, F.E: séiido. F.E: s6lido F.E: sélido
LsSC LLC MPLC TLC PC

. J S

1
(" Cromatografia N Cromatografia Cromatogrnf ia ] Cromamgraﬁa em Cromatografia

As técnicas cromatograficas usadas neste trabalho foram: Cromatografia em Papel (PC),
Cromatografia em Camada Fina (TLC) e a Cromatografia Liquida de Média Pressao
(MPLC).

5.2.2. Cromatografia em Papel (PC)

A Cromatografia em Papel (PC) € uma das técnicas mais simples e que requer menos
instrumentos para a sua realizagao, porém é a que apresenta as maiores restricbes para a
sua utilizagao em termos analiticos.

Neste tipo de cromatografia, uma amostra liquida flui por uma tira de papel adsorvente

disposto verticalmente. O papel € composto por moléculas de celulose que possuem uma

forte afinidade pela agua presente na mistura de solvente, mas muito pouca afinidade pela
fase organica, actuando como suporte inerte contendo a fase estacionaria aquosa (polar).

A medida que o solvente contendo o soluto flui através do papel, uma partigdo deste
composto ocorre entre a fase moével organica (pouco polar) e a fase estacionaria aquosa.

A separacdo dos acgticares foi realizada no sentido ascendente (unidimensional), onde o
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solvente é colocado na tina na qual o papel é disposto verticalmente em forma de um
cilindro estavel. A eluigdo ocorre sobre o papel por accio de capilaridade e a fase movel
leva cerca de 2 a 4 horas para percorrer os 10 cm estabelecidos [9].

A figura-6 mostra o esquema geral das andlises realizadas por Cromatografia em Papel de
modo ascendente (unidimensional):

A fig-6a apresenta o papel disposto em forma de cilindro para a cromatografia ascendente
e as pregas (clips) devem ser colocadas a 1/3 e 2/3 da margem do papei;

A fig-6b apresenta a disposi¢do completa para a cromatografia ascendente. O papel
cromatografico é fechado na tina que contém o solvente;

A fig-6c apresenta o esquema geral das experiéncias realizadas em analises por

cromatografia em papel de modo ascendente.

Tampa

|
v

6¢c
Figura-6: Esquema geral das analises realizadas por Cromatografia em Papel de modo
ascendente (unidimensional).

5.2.3. Cromatografia em Camada Fina (TLC)
A Cromatografia em Camada Fina (TLC) € um tipo de Cromatografia de adsor¢do, na qual

0s componentes de uma mistura sdo adsorvidos & superficie do solido (por interacgdo

dipolo-dipolo), a diferentes velocidades, 8 medida que a fase movel se desloca ao longo da
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fase estacionaria. O factor que condiciona a separagao € a diferenga de afinidades que as
substancias a separar tém, entre a fase estacionaria e a mével (eluente), requerendo neste

caso que 0s compostos da mistura sejam polares.

A Cromatografia em Camada Fina (TLC) apresenta varias vantagens em rela¢do as outras
técnicas cromatograficas, algumas das quais sao:
» Uso de pequenas quantidades de solvente;
> A polaridade do solvente ou o tipo de mistura de solventes pode ser alterado em
pouco tempo;
Permite que se analisem na mesma placa varias amostras ao mesmo tempo. Numa
placa de dimenséo 20x20 cm podem-se analisar simultaneamente cerca de dezoito
amostras.
E uma técnica de baixo custo e com boa reprodutibilidade dos resultados.

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

contida na camada adsorvente nas placas de suporte.
Desenvolvimento das placas

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

de imersao.
Sistema de Detecgao
A visualizagdo das manchas foi feita com base no uso da lampada UV (254 e 366 nm) e,

apoés a eluigdo, foram usados para a revelag&o das placas desenvolvidas os reagentes

reveladores Vanilina-HiPO4 e Hidrogenoftalato de anilina.
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5.2.4. Cromatografia Liquida de Média Pressdo (MPLC)

E uma técnica usada para separa¢do de misturas. Nesta, a adsorgéo ocorre no interior de
um tubo contendo o adsorvente empacotado e uma mistura a separar.

No fraccionamento dos componentes da mistura, estes sdo separados de acordo com as
suas polaridades.

A Cromatografia Liquida de Media Press&o pode também ser usada como uma técnica de

pré-purificagéo.

6. PARTE EXPERIMENTAL

Neste capitulo descreve-se os procedimentos usados quer no trabalho de campo (colheita
das amostras) assim como na realiza¢gdo dos ensaios -laboratoriais de acordo com os
objectivos definidos no principio do trabalho e face as condigdes técnicas e materiais
disponiveis para que 0 mesmo se efectivasse.

A figura-7 esquematiza a sequéncia das actividades seguidas durante a realizagdo do

presente trabalho.

[ Coiheita das amostras

]
Secagem le Moagem
[ )
)

[ Extr;cgao

[ Macelrac;ao ] [ . Soxlh[et

Analises por TLC }_ [ Analises por TLC ]_

[ Fraccionamento por MPLC ] { Fraccionamento por MPLC ]

[ Analisas por TLC ] { 7 Andlises por TLG ]

Figura-7: Esquema geral das etapas do procedimento seguido no presente trabalho
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6.1. Colheita das amostras

As amostras da planta Asparagus plumosus Baker foram colhidas no dia 15 de Janeiro de
2005 na localidade de Mumemo concretamente no distrito de Marracuene que dista cerca
de 20 Km da cidade de Maputo. A colheita das amostras so foi possivel gragas a ajuda de
um citadino local que nos facilitou na localizagdo da planta e de um técnico e funcionario
afecto no herbario do Departamento de Biologia da Universidade Eduardo Mondlane que

nos confirmou a veracidade da planta ora em estudo neste trabalho.

6.2. Secagem e Moagem das amostras

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

v" Para as raizes procedeu-se em duas fases sendo que a primeira fase de secagem
decorreu durante cerca de 75 dias no laboratério dos produtos naturais do
Departamento de Quimica, e foi realizada a temperatura ambiente; a segunda fase
de secagem das raizes foi procedida numa estufa a uma temperatura regulada
aproximadamente a cerca de 50°C durante um periodo de 12 dias também no
laboratério dos produtos naturais do Departamento de Quimica;

Para as folhas apenas foi realizada a sua secagem a temperatura ambiente também
no laboratério dos produtos naturais durante cerca de 180 dias.
A moagem quer das raizes quer das folhas foi feita no INIA (Instituto Nacional de

Investigacao Agronomica).

6.3. Extracc¢ao

Para a preparagéo do extracto das folhas assim como das raizes para o presente trabalho
foram usados dois métodos de extracgao:
v A extraccdo por Maceracdo na qual a amostra previamente seca e moida foi

macerada em metanol durante 72 horas.
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v A extracgdo por Soxhlet foi realizada seguindo dois métodos diferentes: No primeiro
caso a extracgdo realizou-se usando como solventes o éter de petréleo 40-70
seguido do diclorometano e por fim o metanol. No segundo caso a amostra apenas
foi extraida com metanol.

Os extractos obtidos foram analisados por cromatografia em camada fina (TLC) e depois
submetidos a outros tratamentos: extrac¢do por solventes adequados e fraccionamento

por cromatografia liquida de média pressdao (MPLC).
6.3.1. Extracgao por Maceragao

Na extrac¢cdo por maceragdo, 190 gramas do po das raizes foram tratados com o éter de
petréleo 40-70 (1350 ml) depois com diclorometano (1100 ml). O pd das raizes extraido
com éter de petroleo e diclorometano depois da secagem foi dividido em 4 baldes
Erlenmeyers de 500 ml, para cada foram adicionados 300 ml de metanol e submeteu-se a
maceragdo sob agitagdo durante 72 horas. Filtrou-se e o filtrado foi concentrado no
rotavapor até quase a secura obtendo-se assim um residuo de cor castanha cuja massa
foi de 17.93 gramas. Este residuo foi dissolvido em 150 ml de agua destilada e depois
procedeu-se a extracgdes sucessivas (2 e 3 vezes respectivamente), primeiro com o
solvente acetato de etilo (AcOEt) com volumes iguais de 50 ml cada e em seguida o n-
Butanol com volumes iguais de 40 ml cada obtendo-se duas fases: a fase organica e a
fase aquosa. A fase n-butandlica (orgénica) foi concentrada no rotavapor, obtendo-se
assim 9.40 gramas de um residuo mucoso de cor castanha que em seguida foi submetido
a andlise por cromatografia em camada fina (TLC) e fraccionamento por cromatografia
liquida de média pressdo (MPLC).

6.3.2. Extracg¢do por Soxhlet

Para o método do Soxhlet foram feitas duas extrac¢fes seguintes:
v Na primeira extracgdo, o pd das raizes submetido a extracgdo com metanol é o que
foi previamente tratado com éter de petréleo e diclorometano. Depois da secagem

dividiu-se 0 po6 em trés cartuchos adequados para a extracgado com Soxhlet e
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6.4.

adicionou-se um volume igual de 150 ml| de metano! para cada b.aléo de fundo
redondo com 250 ml de capacidade e submeteu-se a um refluxo continuo durante 8
horas. Filtrou-se e o filtrado foi concentrado no rotavapor obtendo-se um residuo de
cor castanha de massa 10.11 gramas. Dissolveu-se este residuo em 150 mi de
agua destilada e depois procedeu-se a extracgdes sucessivas (3 vezes) com o n-
Butanol com volumes iguais de 40 ml cada obtendo-se assim duas fases, a
organica e a aquosa. A fase n-butandlica (orgéhica) foi concentrada no rotavapor
obtendo-se um residuo mucoso de cor castanha de massa 3.18 gramas que em
seguida foi submetido a analises posteriores por cromatografia em camada fina
(TLC) e fraccionamento por cromatografia liquida de média pressdo (MPLC);

Para a segunda extrac¢gdao a amostra bruta nao foi submetida a extracgdo com éter
de petrdleo e diciorometano, apenas foi feita a extracgdo com o metanol. Neste
caso 40.00 gramas do po de raizes foram repartidos em trés cartuchos, adicionou-
se um volume igual de 150 ml do solvente para cada balao de 250 ml e submeteu-
se a amostra a um refluxo continuo durante 8 horas. Filtrou-se e o filtrado foi
concentrado no rotavapor tendo sido obtido um residuo de cor castanha de massa
10.50 gramas. Dissolveu-se este residuo em 150 ml de 4gua destilada e depois
procedeu-se a extracgbes sucessivas (3 vezes) com o n-Butanol com volumes
iguais de 35 ml cada obtendo-se duas fases (organica e aquosa). A fase n-
butandlica foi concentrada no rotavapor obtendo-se um residuo mucoso de cor
castanha de massa 7.03 gramas que em seguida foi submetido a analises
posteriores por cromatografia em camada fina (TLC) e fraccionamento por
cromatografia liquida de média pressao (MPLC).

Cromatografia em camada fina (TLC)

Neste trabalho usou-se a técnica da cromatografia de camada fina (TLC) para as anélises

dos extractos brutos das raizes do Asparagus plumosus Baker e das fracgdes obtidas do

fraccionamento por cromatografia liquida de média pressdo (MPLC). Foram usadas para

as analises por TLC a Silica-gel 60 Fss sobre as placas de aluminio (MERCK) e os
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sistemas eluentes seguintes: CHCIly/MeOH; CH:Cly/MeOH; AcOEtYMeOH e o
CH,CI,/EtOH.

As seguintes condigbes cromatdgréficas foram usadas:
» Placas comerciais de Aluminio 5 x 20 cm e 20 x 20 cm com camada adsorvente
Silica-gel 60 Fas4 (MERCK);
Tinas cromatograficas para ¢ desenvolvimento das placas;
Tubos Capilares;

Frasco para Spray.
6.4.1. Aplicagdao da amostra e sistema de detecgéo

As amostras dos extractos brutos e fracgdes obtidas do fraccionamento por MPLC das
raizes do Asparagus plumosus Baker foram aplicadas na base das placas de TLC com
ajuda de capilares de 2yl sobre um trago horizontal feito a lapis, a 0.5cm de um dos bordos
da placa cromatografica razoavelmente separadas umas das outras {cerca de 1.0 cm).

Para os compostos corados presentes numa dada amostra, é possivel identifica-los a olho
nu; no entanto, para 0s que nao eram corados, tivemos que recorrer a técnicas de
revelagao. Para os compostos nao visiveis com uma lampada de UV, utilizaram-se como
reveladores Vanilina-H3;PO4 e Hidrogenoftalato de Anilina. Estes ‘reveladores foram
aplicados com ajuda do frasco spray nas placas depois de desenvolvidas e secadas a
temperatura ambiente. A sua activagio foi feita por aquecimento sobre uma placa eléctrica

a uma temperatura de 100 -110°C por um periodo de 3 a 10 minutos.

> Para a detecgdo das saponinas foi usado o revelador Vanilina-H;PO4 preparado

dissolvendo 1 grama de vanilina em 50 mi de Acido Fosférico e 50 ml de Etanol.

» Para a detecgdo dos agucares foi usado um outro revelador Hidrogenoftalato de
Anilina, preparado dissolvendo 1.60 gramas do acido ftalico em 1 ml de anilina,
depois adiciona-se 47 ml de n-butanol, 47 ml de éter dietilico e por fim completa-se

o volume com agua.
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O sistema eluente mais usado é o mencionado na hidrélise acida {(n-BuOH - H,O -AcOH
(8: 2: 10)) porque possibilita a separagdo clara dos aglUcares quando se usa papel
cromatografico WHATMAN N° 1 [9][10].

6.4.2. Cromatograma dos extractos brutos

Fez-se a Cromatografia em Camada Fina (TLC) para os dois extractos brutos, quer o
extracto previamente tratado (Br-Trat.) com éter de petréleo e diclorometano assim como o
sem tratamento prévio (Br-Mae). O sistema de solvente usado foi CH,CI/EtOH (7:3) e
observou-se que os dois extractos apresentavam as manchas comuns (TLC-1) seguintes

como ilustra a figura-8:
v" Os dois extractos apresentaram uma mancha unica de cor castanha (UV 254nm) e
azul fluorescente (UV 366nm) de Ry. 0.86 que, depois do uso do revelador Vanilina-

H3PO,4 néo foi visivel tendo porém sido observadas outras seis manchas;

-+

»

As 6 manchas observadas aquando do uso do revelador Vanilina-HzPO,
apresentaram as seguintes caracteristicas: vermelho-acastanhado e R; 0.93; violeta
e Ry 0.84; castanho-claro e R;0.57; castanho-escuro e Ry 0.31; violeta e R; 0.18 e
violeta intensa quase no ponto de aplicagdo da amostra.
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Figura-8: Cromatograma dos extractos brutos n-butanélicos
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6.5. Ensaios qualitativos (testes preliminares)

Trés testes qualitativos foram realizados com o objectivo de provar a existéncia ou ndo das

saponinas (esteroidais ou triterpénicas) nas raizes da planta Asparagus plumosus Baker.

6.5.1. Teste de Liebermann-Burchard para esterdides e triterpendides

Foram realizados dois testes para os extractos obtidos por maceracao, para o primeiro
teste usou-se 0.10 gramas do extracto bruto metandélico concentrado no rotavapor e para o
segundo usou-se 0.10 gramas do extracto bruto metandlico obtido do pd previamente
tratado com éter de petréleo e diclorometano. Transfere-se para um copo e extrai-se com
2 ml de Cloroférmio. Filtra-se a solugéo cloroférmica para um tubo de ensaio seco,
adiciona-se 1 ml de anidrido acético e agita-se suavemente. Adiciona-se depois trés gotas
de acido sulfarico e agita-se suavemente. Observou-se a formagdo duma coloragao

vermelha [10].

:6.5.2. Teste de espuma

Tomou-se o residuo insoluvel em cloroférmio no teste anterior, redissolveu-se em agua e
filtrou-se para um tubo de ensaio. Agitou-se suavemente o tubo de ensaio contendo o
filtrado. Observou-se a formagdo de espuma persistente na superficie do liquido no tubo

de ensaio.
6.5.3. Teste para confirmacgao da presenga de saponinas

Juntou-se 2 ml de acido cloridrico ao tubo de ensaio do teste anterior contendo o filtrado.
Deixou-se em banho-maria durante 1 hora. Depois de passado este tempo deixou-se
arrefecer e por fim neutraliza-se com o NaOH agitando suavemente. Observou-se a

formacg&do-de um precipitado que é a aglicona (sapogenina) [3].
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6.6. Hidrolise acida do extracto n-butandlico

Para a hidrélise acida, 0.20 gramas do extracto bruto foram dissolvidos em 15 ml de
metanol (MeOH) e adicionou-se depois 45 ml de HCI 20%. A mistura da reacgao foi
aquecida a refluxo durante 6 horas num banho-maria e deixou-se arrefecer. Procedeu-se a
extraccdo sucessiva (3 vezes) com volumes iguais de 30 ml de cloroformio (CHCIs)
produzindo-se duas fases: a fase organica que € suposta conter a parte aglicona e a fase
aquosa suposta conter os carbohidratos.

A fase aquosa foi neutralizada com NaHCO; e depois concentrada até quase a secura
obtendo-se assim os agucares (monossacaridos) enguanto que a fase orgéanica (aglicona)
foi adicionado MgSQ, anidro de modo a eliminar pequenas quantidades de agua presentes
e depois foi concentrada até quase a secura.

Os agucares presentes foram identificados por cromatografia em papel em comparagéo
com amostras-padrao de agucares e dados da literatura. O sistema de eluentes utilizado
foi a mistura complexa seguinte: n-BuOH - AcOH - H,0 (8:2:10) e o revelador usado foi o
Hidrogenoftalato de Anilina [2][10].

Fez-se uma PC (PC-1) para os extractos obtidos depois da hidrolise acida na tentativa de
identificar os agucares presentes e o sistema de solventes usado foi uma mistura de n-
BuOH-HOAc-H;O (8:2:10). Para esta andlise por PC foram usados quatro padres
{(Galactose, Xilose, Glucose e Arabinose) dissolvidos em agua e adicionou-se algumas
gotas de propanol [10}[22].

v A fase aquosa apresentou uma mancha de cor azul fluorescente (UV 254nm e
366nm) a Rr 4.50 e depois de revelado com Hidrogenoftalato de Anilina apresentou
duas manchas, uma de cor castanha a R;. 1.20 e a outra de cor amarela-
acastanhada a R;. 3.20;

Na fase orgéanica, neste sistema de eluentes tudo sobe na frente do solvente (visivel
sO na lAmpada de UV).

O extracto bruto apresentou uma mancha de cor castanha a R;. 1.80 que s6 foi
visualizada depois do uso de revelador mas na lampada de UV verifica-se que o

resto subiu na frente do solvente.
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Com base nesta PC presume-se que haja Glucose e Ramanose devido as caracteristicas
(coloragdo e R:) semelhantes as dos padrées reportados na literatura como ilustra a
figura-9.

PC-1

N-BUCHIACOHH20 (8:210)

Figura-9: Cromatograma referente a identificagdo dos agucares

6.7. Fraccionamento por Cromatografia liquida de Média Pressdo

Os extractos brutos foram fraccionados usando a Cromatografia Liquida de Média Pressao
(MPLC).

6.7.1. Enchimento e montagem da coluna MPLC

Para o enchimento da coluna foi usado o seguinte material:
% Uma coluna cromatografica com os respectivos acessorios;
Dois suportes com as respectivas garras;
Um agitador magnético;
Uma bomba de média pressao;
Dois funis;

Tubos de ensaio dispostos num carrossel.
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Fixa-se o pistdo numa das extremidades da coluna e a seguir introduz-se o filtro. Monta-se
a coluna no suporte com o pistdo firmemente apoiado na base do suporte. Coloca-se
entdo, na extremidade superior aberta da coluna cromatografica, um funil de haste larga e
introduz-se Silica-Gel até uma altura de 5 cm. Esta introdugdo deve ser feita de forma
continua, comprimindo-se muito bem com ajuda de um ponteiro de modo que o eluente
percorra uniformemente a coluna. Procede-se da mesma maneira para a introdugdo da
amostra na coluna, separando-a da silica-gel por meio de um filtro. Compacta-se a
amostra sobre a silica-gel e coloca-se um filtro na extremidade superior, introduz-se entdo
cuidadosamente o outro pistdao e fixa-se firmemente o pistdo e a tampa. Monta-se

finalmente a coluna para a eluigao conforme a figura-10.

Figura-10: Fotografia da montagem de Coluna de MPLC
6.7.2. Ffaccionamento do extracto n-butandlico

O extracto bruto previamente tratado com éter de petréleo e diclorometano (Br-Trat.) foi
submetido a Cromatografia Liquida de Média Pressdo (MPLC-1), na tentativa de isolar
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produtos cujas manchas na TLC correspondiam aos produtos principais com
caracteristicas (coloragao e Ry) de saponinas. Para este fraccionamento usou-se cerca de
0.40 gr da amostra e o sistema de solventes usado foi nas seguintes proporgdes:
CH2Clz/MeOH (30:3; 25:5 e 15:15), CH,Cl,/MeOH/H,O (21:10:2), MeOH/CH3;COCH;
(27:3), MeOH/H,0 (27:3) e por fim n-BuOH/AcCOH/H,0O (15:3:12). Deste fraccionamento
resultou em 33 fracgbes e em seguida fez-se uma analise por TLC (TLC-2) e o sistema
eluente usado foi CHyCl/MeOH (10:2). As 37 fracgdes foram agrupadas em 5 fracgdes
como ilustra a figura-11:
v As fracgbes de 1 a 6 (agrupadas na fracgao-l) sdo somente visiveis na ldmpada de
UV 366nm e apresentaram uma {nica mancha de cor azul fluorescente e R; 0.82.
As fracgdes de 7 a 13 (agrupadas na fracgao-ll) apresentaram 5 manchas; uma
mancha de cor amarela (UV 254nm) que depois do uso de revelador (Vahi!ina-
H3PO4) se tornou vermelha-acastanhada de Ry 0.80; as fracgoes de 7 a 12
apresentaram uma mancha de cor azul fluorescente (UV 366nm) R; 0.76; as
fracgbes de 8 a 13 apresentaram uma mancha de cor castanha (UV 254nm) Ry
0.50; as fracgbes de 8 a 11 apresentaram duas manchas de cor amarela (UV
254nm) Ry 0.08 e 0.05;
As fracgdes de 14 a 16 (agrupadas na fracgdo-lll) apresentaram uma unica mancha
de cor castanha-clara Ry 0.17 somente depois do uso do revelador.
As fracgbes de 17 a 22 (agrupadas na fracgdo-1V) apresentaram duas manchas,
uma mancha de cor amarela (UV 254nm) e azu! fluorescente (UV 366nm) e que
depois do uso do revelador se tornou violeta Ry 0.16 € uma outra mancha de cor
amarela Ry 0.11 somente visivel na lampada de UV 254nm;
As fracgbes de 23 a 33 (agrupadas na fraccéo-V) apresentam mancha de cor
amarela (UV 254nm) e de cor azul fluorescente (UV 366nm) que depois do uso de
revelador (Vanilina-H3;PO,) se tornaram violeta e se deslocaram um pouco do ponto

de aplicagdo no sistema de solvente usado.
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Figura-11: Cromatograma das 33 fracgoes da MPLC-1 (TLC-2)

As fracgdes agrupadas de 1 a 5 foram concentradas e submetidas a analises por TLC num

sistema de solventes diferentes como ilustra a figura-12.
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Figura-12: Cromatograma das 5 frac¢Ges agrupadas (TLC-3)
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A fraccdo-ll (fracgbes de 7 a 13) foi submetida a um novo fraccionamento por
cromatografia liquida de média pressdo (MPLC-2) e o sistema de solventes usado foi
CH,Cl,/MeOH nas proporgdes seguintes 19:1; 18:2; 17:3; 16:4; 15:5; 10:10; 0:20.
Deste fraccionamento obteve-se 19 fracgdes conforme a figura-13 que foram analisadas
por TLC (TLC-4) no sistema de solventes CH2Clo/MeQOH (10:2) e observou-se o seguinte:
v As fracgées de 1 a 5 e 16 a 19 ndo apresentaram nenhuma mancha.
v A fracgdo 6 apresentou uma mancha de cor castanha (UV 254nm) e azul
fluorescente (UV 366nm) que depois de revelado se tornou azul R¢0.77.
v As fracgbes de 7 a 9 apresentaram duas manchas, uma idéntica 8 mancha da
fracgdo 6 e a outra mancha de cor azui fluorescente (UV 366nm) que depois do uso
do revelador (Vanilina-H;PQ4) se tornou castanha-avermelhada R; 0.58.
v As fracgoes de 10 a 15 apresentaram uma Unica mancha de cor azu! fluorescente
(UV 366nm) que depois do uso do revelador se tornou castanha-avermelhada Ry

0.58 (mesma mancha que nas fracg¢des 7-9).

©C o0 o0 00 OO
i
12 3 456 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 18 |
o713 CH2CI2MeCH (10:2)

Figura-13: Cromatograma das 19 frac¢des da MPLC-2 (TLC-4)

De seguida as fraccdes 6-7 foram misturadas e concentradas, as fracgdes 10-15 foram
também misturadas e concentradas e depois comparadas com o bruto no sistema de
solventes CH,CI/EtOH (7:3) como ilustra a figura-14.
v A mistura das fracgfes 6 a 7 apresentou uma mancha de cor castanha (UV 254nm)
e azul fluorescente (UV 366nm) e que depois do uso do revelador (Vanilina-HzPQOj,)
se tornou vermelha-acastanhada Ry 0.93;
v A mistura das fracgdes de 10 a 15 apresentou também uma Gnica mancha de cor
azul fluorescente (UV 366nm) e que depois do uso do revelador (Vanilina-HzPQy4)
se tornou verde-acastanhada Rr 0.63.
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Figura-14: Cromatograma das misturas de frac¢bes 6-7; 10-15 e o extracto bruto (TLC-5)

A fracgdo-IV (fracgbes de 17 a 22) foi de seguida submetida a um novo fraccionamento
por cromatografia liquida de média pressdo (MPLC-3) e o sistema de solventes usado foi
CH;Clo/MeOH nas proporgdes seguintes 28:2; 26:4; 24:6; 22:8; 20:10; 15:15; 0:30.
Deste fraccionamento obteve-se 27 fracgdes ilustradas na figura-15 que foram analisadas
por TLC (TLC-6) no sistema de solventes CH,CIl/EtOH (7:3) e observou-se o seguinte:
v As fracgdes de 1a 8 ndo apresentaram nenhuma mancha;
v" As fracgbes de 9 a 10 apresentaram uma mancha unica visivel (UV 254nm) de cor
amarela que depois do uso de revelador (Vanilina-HzPQ4) se tornou castanha Ry
0.60;
As fracgbes de 11 a 17 apresentaram uma unica mancha somente visivel depois de
aplicado o revelador e que era idéntica & das fracgdes 9 a 10; verificou-se também
um arraste nas frac¢bes de 11 a 14 e, nas fracgdes de 15 a 17 observou-se uma
sobreposi¢do de manchas castanha e violeta;
As fracgbes de 18 a 23 apresentaram uma mancha Gnica de cor violeta Ry 0.25
somente depois de aplicado o revelador.
As fracgdes de 24 a 27 nao apresentaram nenhuma mancha.
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Figura-15: Cromatograma das 27 fracgdes da MPLC-3 (TLC-6)

Fez-se uma TLC final das frac¢bes concentradas 6-7, 10-15, 18-23 e 23-33 e comparadas
com o extracto bruto no sistema de solventes CH;Cl,/EtOH (7:3) como ilustra a figura-16.

v A mistura das fracgbes 6-7 (amostra P1; MPLC-2) apresentou uma mancha de cor
castanha (UV 254nm) e azul fluorescente (UV 366nm) e que depois do uso do
revelador (Vanilina-H;PQO,) se tornou vermelha-acastanhada R 0.94;

v A mistura das fracgbes 10-15 (amostra P2; MPLC-2) apresentou uma (nica mancha
de cor azul fluorescente (UV 366nm) e que depois do uso do revelador (Vanilina-
H3PO4) se tornou verde-acastanhada Ry 0.62;

v A mistura das fracgdes 18-23 (amostra P3; MPLC-3) foi visivel somente depois de
aplicado o revelador e apresentou a cor violeta R¢ 0.20;

v A mistura das fracgbes 23-33 (amostra P4; MPLC-1) foi visivel somente depois de
aplicado o revelador e apresentou a cor violeta intensa quase no ponto de aplicagao

da amostra.
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Figura-16: Cromatograma final dos compostos isolados (TLC-7)

De seguida as fracgbes 23-33 (amostra P4; MPLC-1) foram misturadas e concentradas e
as fracgbes 18-33 (amostra P3; MPLC-3) também foram misturadas e concentradas e
depois foram submetidas a uma andlise por TLC (TLC-8) no sistema de solventes
CHCI3/MeOH (1:9) na tentativa de verificar se a mancha era Gnica como ilustra a figura-17.
v A mistura das fracgOes 23 a 33 (amostra P4; MPLC-1) apresentou uma mancha de
cor castanha (UV 254nm) e azul fluorescente (UV 366nm) a R; 0.11 e que depois
de aplicado o revelador (Vanilina-H3PQ4) se observou uma mancha adicional de cor

azul R; 0.18;
v A mistura das fracgbes de 18 a 23 (amostra P3; MPLC-3) apresentou uma Unica
mancha de cor azul fluorescente (UV 366nm) e que depois do uso do revelador

(Vanilina-H3PQ,) se tornou violeta R; 0.31.

a
\ ot

i 23-33,...18.23,
: CHCI3MEO0H (1:9)

Figura-17: Cromatogramas das frac¢des 23-33 (amostra P4; MPLC-1) e das fracgbes 18-
23 (amostra P3; MPLC-3) (TLC-8).
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De seguida fez-se uma TLC dos extractos brutos butandlicos das raizes obtidas por
maceragdo e soxhlet e 0 extracto bruto butandlico das folhas do Asparagus plumosus
Baker para verificar se a composi¢cdo quimica era a mesma (evidéncia de manchas
comuns) e, para tal, foram usados diferentes sistemas de solventes seguintes:

v No sistema AcOEt/MeOH (9:1) apenas foram visualizadas trés manchas comuns
bem separadas (TLC-9);

v No sistema MeCH/CHCI; (7:3) apareceram 5 manchas diferentes (TLC-10);

v No sistema CH,Cl/MeOH (1:1) também foi visualizado o mesmo nimero de
manchas que no sistema MeOH/CHCI; sé que a separagdo das manchas no
sistema CH2Cl:/MeQOH é mais nitida (TLC-11).

Com base nestas TLCs ilustradas na figura-18 pode-se concluir que o melhor sistema de
eluente € o CH:Cl>/MeOH (1:1) porque apresenta melhor separag¢do das manchas.
TLC-9 TLC-10 TLC-11

0 O
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Q
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O o .
© 0 o 0 o O o o 0
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o MeOH:AcOEt (9:1) ## | s MeOHCHCI3 (7:3) . T4 CH2CI:MeCH (1:1)!,

Figura-18: Cromatogramas dos extractos brutos n-butandlicos das raizes e folhas

6.8. Analise das fracgoes isoladas por espectroscopia na regido de UV-Vis

As amostras isoladas foram submetidas a andlises por espectroscopia na regido do
ultravioleta e visivel (UV-Vis) na tentativa de confirmar se os comprimentos de ondas eram
proximos dos compostos isolados nas plantas do género Asparagus encontrados na

literatura e os resultados foram os sequintes:
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Na amostra A1 (fracgdo 23-33) observou-se por espectrofotometria UV-Vis [(MeOH,
Amax= 213nm e quando adicionado HCI Apa= 217nm) — vide anexo-Il];

Na amostra A2 (fracgdo 6-7) observou-se por espectrofotometria UV-Vis [(MeOH,
Amax= 207nm e quando adicionado HCI Amax= 209nm) — vide anexo-Ill];

Na amostra A3 (fracgdo 17-22) observou-se por espectrofotometria UV-Vis [(MeOH,

Amax= 212nm e quando adicionado HCI Apax= 210nm) — vide anexo-IV] e;

Na amostra A4 (fraccdo 10-15) observou-se por espectrofotometria UV-Vis [(MeOH,
Amax= 210nm e quando adicionado HCI Aqa= 208nm) — vide anexo-V].

7. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

Para a obtengdo da frac¢do total de saponinas (fracgdo n-butandlica), neste trabalho
usamos dois procedimentos diferentes mas que ddo 0s mesmos resultados:

% No primeiro procedimento, semelhante ao utilizado por Oketch-Rabah et al [21] no
isolamento da Muzanzagenina da planta Asparagus africanus, o p6 é tratado
sucessivamente com éter de petréleo, diclorometano, acetato de etilo e finalmente o
metanol. O extracto metandlico depois de concentrado é dissolvido em agua e
extraido com n-butanol. Depois da concentragdo da fracgdo n-butandlica obtém-se
a fracgao total de saponinas;

No segundo procedimento, semelhante ao utilizado por Ahmad V. U. et al [2] no
isolamento das saponinas esteroidais da planta Asparagus dumosus, o pd é
directamente extraido com metanol. Depois da concentragdo o residuo € dissolvido
em agua e a fase aquosa é extraida com acetato de etilo e n-butanol. A fracgédo n-
butanélica é concentrada e obtém-se a fracgdo total de saponinas. Na falta de
acetato de etilo, quando extraimos a fase aquosa directamente com o n-butanol

sem tratamento prévio com acetato de etilo e quando comparamos os dois extractos
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brutos n-butanélicos por TLC, n&o observamos nenhuma diferenga. O
cromatograma dos dois extractos brutos n-butandlicos (TLC-1) apresenta as

mesmas manchas.

Em geral, no isolamento das saponinas usa-se uma extracgao alcodlica-aquosa. A
extracgao com n-butanol na fase aquosa serve para a eliminacdo de acgucares
livres, clorofila, aminoacidos e &cidos orgénicos, entre outras substancias
hidrofiticas que ficam na fase aquosa obtendo-se assim a fracgdo purificada de

saponinas na fase butandlica.

Todos os testes de reconhecimento e confirmagdo da presenga de saponinas nos
extractos brutos das raizes da planta Asparagus plumosus Baker foram positivos:

“ Quando se efectuou o teste de Liebermann-Burchard para esteréides e terpendides
observou-se uma coloragao vermeiha que é o indicador dum teste positivo para
heterésidos.

Sobre o teste de espuma para a confirmagdo da existéncia de saponinas nos
extractos brutos metandlicos obtidos por maceragdo e soxhlet notou-se a formacgéo
de espuma persistente na superficie do liquido no tubo de ensaio.

Sobre a confirmagdo da existéncia de saponinas nos extractos obtidos por
maceracao e soxhlet notou-se a formagéo de um precipitado que é a parte aglicona
(sapogenina). Este facto indica a presenca de saponinas nos respectivos extractos
porque contém duas partes sendc uma que precipita e é soluvel em cloroférmio

enquanto que a outra (dos carbohidratos) se mantém em solugio.

A hidrolise acida foi realizada sobre a fracgéo total das saponinas dos dois extractos
brutos (extracto metandlico obtido directamente extraindo o pdé com metanol e o
extracto previamente tratado com éter de petroleo, diclorometano e acetato de etilo)

em vez de se fazer sobre os compostos isolados devido a pouca quantidade destes.
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v Na literatura, os estudos realizados sobre as plantas Asparagus africanus e
Asparagus dumosus mostraram que 0s agucares obtidos da hidrolise acida das
saponinas isoladas sdo: Glucose e Arabinose no caso de Asparagus africanus e
Glucose e Ramanose no caso de Asparagus dumosus. Das andlises
cromatograficas realizadas sobre os produtos da hidrélise acida da fracgdo total das
saponinas (fracgao n-butanodlica) no caso de Asparagus plumosus Baker, presume-

se que haja presencga dos aglcares Glucose e Ramanose.

Hidrogenoftalato de Anilina foi o revelador usado para a detecgdo dos aglicares em
analises por Cromatografia em Papel (PC) e o sistema de solventes n-BuOH-AcOH-
H20 (8:2:10) foi a fase mével que apresentou os melhores resultados. Entretanto,
embora também tenham sido realizados alguns testes cromatograficos usando
outros solventes (n-BuOH-EtOH-H,0 (8:2:5) e H>O-MeOH-AcOH-ACOEt (2:4:2:12)),
como fase mével, os resultados obtidos ndo foram satisfatorios quanto a resolugdo
das manchas.

Antes da realizagdo de andlises por Cromatografia em Papel (PC), tentamos
analisar os agucares por Cromatografia em Camada Fina (TLC) mas sem sucessos.
Os produtos da hidrélise acida da fracgio total das saponinas analisadas por
Cromatografia em Papel (PC) usando como sistema de solventes n-BuOH-AcOH-
H>O apresentaram caracteristicas semelhantes (coloragédo e Ry) s reportadas na
literatura. Presume-se que haja Ramanose e Glucose porque se verificou a
formagdo das cores amarela-acastanhada Ry. 3.20 e castanha R;. 1.20 idénticas as
da literatura. Apesar de nao termos o padrdo de Ramanose este foi confirmado

mediante a coloragédo e o valor de Ry. existentes na literatura.

Os quatro padroes (Galactose, Xilose, Glucose e Arabinose) usados em analises
por Cromatografia em papel {(PC) foram dissolvidos em agua e adicionadas algumas
gotas de propanol para prevenirem a contaminagao por bactérias.
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v O fraccionamento com CH,Cl/MeCOH do extracto bruto obtido por maceragdo de
190 gramas do pé das raizes do Asparagus plumosus Baker permitiu evidenciar a
existéncia de muitas manchas quando analisadas por TLC e visualizadas por UV a
254 e 366nm e reveladas usando o revelador Vanilina-HsPO4 que € um revelador

especifico para a detecgdo de lignanes, terpendides, curcubitacinas e saponinas.

Foram feitos varios fraccionamentos por Cromatografia Liquida de Média Presséo
(MPLC) na tentativa de isolar produtos. Em algumas fracg¢des, na Cromatografia em
Camada Fina (TLC) evidenciou-se uma Unica mancha principal mas que devido as
pequenas quantidades dos compostos obtidos ndo foi possive!l purifica-los. Foram
isolados 3 compostos (vide TLC-7) que apresentaram as seguintes caracteristicas:
Fracgao 6-7 apresentou cor vermelha-acastanhada Ry 0.94; Fracgdo 10-15
apresentou cor verde-acastanhada R 0.62; Fracgdo 17-22 apresentou cor violeta Ry
0.20.

Foram feitas analises por espectroscopia na regido de ultravioleta e visivel {UV-Vis)
para os compostos isolados e ndo foi encontrado nenhum comprimento de onda

préximo do dos compostos isolados nas plantas da familia Liliaceae do género

Aparagus (Asparagus africanus e Asparagus dumosus).

8. CONCLUSOES E RECOMENDAGOES

8.1. Conclusébes

Neste trabalho realizado sobre a planta Asparagus plumosus Baker conclui-se que:

» A fraccéo total de saponinas foi obtida usando uma extracgéo alcodlica-aquosa.

> Pelo facto de todos os ensaios qualitativos (testes preliminares) efectuados terem

sido positivos, presume-se que haja presenga de saponinas na planta em estudo:
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este facto & sustentado pela formagdo duma coloracdo vermelha (teste de
Liebermann-Burchard), formagdo duma espuma persistente na superficie do liquido
(teste de espuma) e formacao de precipitados no teste de confirmagéo da existéncia
de saponinas.

Por analises cromatograficas realizadas sobre os produtos da hidrolise acida por
meio da Cromatografia em Papel (PC) estao presentes os carbohidratos Glucose e

Ramanose.

Por anélises efectuadas por Cromatografia em Camada Fina (TLC-1) existem
produtos semelhantes nos extractos brutos metanolicos obtidos das raizes por
maceracgao e soxhlet.

Das analises realizadas por espectroscopia de UV-Vis dos compostos isolados,
nenhum comprimento de onda {Amax) corresponde ao das saponinas isoladas das

plantas Asparagus africanus e Asparagus dumosus.

Nas raizes desta planta em estudo foram isolados 3 compostos considerados como
saponinas. A sua existéncia pode ser sustentada com base nas analises
cromatograficas dos compostos isolados {coloragdo verde e castanha (UV 254nm)
azul fluorescente (UV 366 nm) e R no intervalo entre 0.2 — 0.93); contudo, as
estruturas destes compostos isolados poderiam ser elucidados s6 depois de
analises espectroscopicas: Andlise por RMN-'H e '3C, Infravermelno (V) e
Espectroscopia de Massa (MS).

8.2. Recomendacgodes
Recomenda-se ao Departamento de Quimica que no futuro:

> Se criem melhores condigSes técnicas para facilitar a identificagdo, determinagéo da

estrutura e a actividade bioldgica dos compostos isolados.
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> Se facam teste in vitro para poder confirmar se os compostos isolados na planta em
estudo apresentam uma actividade biolégica e, casoc seja positivo avaliar a sua

eficiéncia.

Se fagam estudos desta natureza em coordenacdo com o Departamento de
Ciéncias Biologicas e a Faculdade de Veterinaria ou Medicina. da Universidade
Eduardo Mondlane, a Universidade Pedagdgica e o Ministério da Salde de modo a

que se realizem testes biolégicos e provem a eficacia dos compostos isolados.

Se criem condigbes para a reparagdo do aparelho da cromatografia liquida de alta
resolugdo (HPLC) e o de ressonancia magnética nuclear (RMN) existentes no

Departamento.
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ANEXOS

ANEXO-I: Espectro do solvente MeOH

Scan Report Thu 15 Jun 09:37:05 AM 2006
Batch:

Software version: 01.00(6)

Operator: dr. Monjane

nspecceo do sol1

400 500
evcergh (o
Graph 1 - Inspeccaco do solvente

Sample Name: Inspeccao do solvente
Wavelength (nm) Abs

200.00 2.7987
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ANEXO-II: Espectro da Amostra A1 (Fracgao 23-33)

300
Waveiength (nm)
A

400

X:332.3464, Y: 0.2923077

Sample Name: A1

Wavelength (nm)

213.00

L T

250 300
Wavelength {nm)
1 A

400

| Graph$ - A1+ HCI

X: 364.8045,Y: 0.092307;|

Sample Name: A1 + HCI

Wavelength (nm} Abs

217.00 0.9146
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ANEXO-iI: Espectro da Amostra A2 (Fracgdo 6-7)

L

400

[

X 2862011, Y 0.153846;‘

Sample Name: A2

Wavelength (nm)  Abs

207.00 0.5707

250 300
Waveiength (nm)
| | A

400

| Graph 9 - A2 + HCI

|
X: 301.4525, Y- 0.0969230}

Sample Name: A2 + HCI

Wavelength (nm) Abs

209.00 0.4853
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ANEXO-IV: Espectro da Amostra A3 (Fracgdo 17-22)

250 300 : 400
Wavelength {nm)

|8 A N

| Graph 11-A3 X: 323.352, Y: 0.7230769

Sample Name: A3

Wavelength (nm) Abs

212.00 1.6882

A3D+HCl

250 300 400
Wavelength (nm)
| | W =

I Graph 13- A3 D+ HCl X: 330.7821, Y: 0.0784615

Sample Name: A3 + HCI

Wavelength {nm) Abs

210.00 1.3739
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ANEXO-V: Espectro da Amostra A4 (Fracgao 10-15)

250 300 2 400
Way

L oo |

I Graph 14 - A4 X: 297.1508, Y: 0.0923076]

Sample Name: A4
Wavelength (nm)  Abs

210.00 1.3311

250 300
Wavelength (nm)
| * A

| Graph 5 - A1+ HCH X: 364.8045, Y: 0.0923076}

Sample Name: A4 + HCI

Wavelength (nm) Abs

208.00 1.0849
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