b oM. 5

% UNIVERSIDADE

QQ EDUARDO MONDLANE

Faculdade de Ciéncias
Departamento de Quimica

TRABALHO DE LICENCIATURA
ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DAS NAFTOQUINONAS

- NAS RAIZES E CASCAS DE CAULE DA PLANTA KIGELIA
AFRICANA

Kigelia africana

Autor : Tendai Sairosse Mujanje

Maputo, Maio de 2007




% UNIVERSIDADE

QQ EDUARDO MONDLANE

Faculdade de Ciéncias
Departamento de Quimica

TRABALHO DE LICENCIATURA

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO DAS NAFTOQUINONAS
NAS RAIZES E CASCAS DE CAULE DA PLANTA KIGELIA
AFRICANA

U.E. M. DEPARTAMENTO DE QUIMICA |
BIBLIOTECA

R Eeveed =Tk,

Autor : Tendai Sairosse Mujanje " {DATAOR... O 2008,

aauisigho.Ofesta.....

Supervisor: Prof. Doutor Frangois Munyemanaj

Maputo, Maio de 2007




Nafioquinonas da Kigelia Africana Trabalho de Licenciatura-UEM-

DEDICATORIA

Dedico este trabalho especialmente a Dona Maria Rosa Guidione, uma mie muito especial,

amavel, educativa, criativa encorajadora e muito zelosa desde o meu primeiro dia de vida até

o dia de hoje.

Ao Dr. Felisberto D. Navalha, aos meus irmdos e primos: Jossefa Sairosse , Fanivel
Sairosse, Nora Sairosse, Itai Dinis Navalha , Rita Dinis Navalha ,Daina Dinis Navalha,
minha cunhada e meu cunhado Marta C.Pedro Navalha, Pedro Carlos Almeida e minhas
sobrinhas Denilza Dinis Navalha e Deizy Dinis Navalha pela coragem, qducaqﬁo, instrugdo,

delicadeza, paciéncia e a seguranga dada mesmo nos momentos mais dificeis da minha

carreira estudantil.




Nafi

uinonas da Kigelia Africana Trabalho de Licenciatura-UEM-

AGRADECIMENTOS

Em primeiro lugar quero agradecer a Deus pela vida, saide € a protecgdio que ele tem
me proporcionado dia pés dia.

Quero enderegar os meus agradecimentos ao meu preciosc supervisor Prof. Doutor
Francois Munyemana pela orientagdo sabia, acompanhame|nto € ensinamento
transmitido ¢ todo apoio prestado no decorrer de todo o trabalho.

Ao Prof. Felisberto Pagula, pelo esforgo prestado durante a leitura dos espectros de
massa.

Ao Dr. Felisberto Dinis Navalha meus agradecimentos pois sempre fez com que nio
faltasse nada durante meus estudos.

Ao dr. Julido meu muito obrigado pelo apoio prestado durante a leitura dos espectros
de UV-Vis.

Um “TINOTENDA”ao dr. Samuel Garicai Arone pelo apoio, espirito de
companheirismo e apresso prestado durante toda minha estadia desde o primeiro ano
até a culminagdo deste trabalho.

A Sra. Amélia Furvela pela ajuda prestada na realizagdo do meu trabalho
experimental.

A minha familia em especial aos meus irmdos e primos, meu muito obrigado por tudo
o que fizeram para este trabalho possa chegar até ao fim.

Os meus agradecimentos a todo corpo Docente, CTA e aos estudantes do
departamento de Quimica da UEM. Pelos momentos de simpatia, compreensdo ao
longo dos anos da minha formagio.

Aos meus colegas Nuno vieira, Benedito Faela, Manuel Chironda, Magan vio
também meus agradecimentos pelo espirito de companheirismo |

A todos aqueles que directa ou indirectamente contribuiram para a realizag@o deste

trabalho enderego vos 0 meu muito obrigado.

Tendai Sairosse Muianje




Naftoquinonas da Kigelia Africana Trabalho de Licenciatura-UEM-

DECLARACAO SOB COMPROMISSO DE HONRA

O presente trabalho de licenciatura foi elaborado pelo autor com base nos recursos a que ao

longo do texto se faz referéncia.

O autor

[Oonakrr SaLroste A7 UTANMT R

( Tendai Sairosse Mujanje)




o L

5 Enc:(;\ﬁ ..... SCLWC'JSSE ...............
\\c\\n\‘m c{e Lsummﬂura

Com.

RUBRICA N.e CART;.‘O




Nafioquinonas da Kigelia Africana Trabalho de Licenc_iatura—_UEJ\_/{_-

INDICE GERAL

LLINTRODUCAQ
2. OBJECTIVO DO TRABALHO
2.1. Objectivo geral
2.2. Objectivos especificos
3. METODOLOGIA
4. NAFTOQUINONAS. ...ttt e r s ae st s s e e ases st env s s ennenesnentas 3
4.1. Ocorréncia e distribui¢do das naftoquinonas
4.2. Classificagdo das naftoquinonas. ........cccceeceevicviiiecicvennecvivvvnnenne rerreererresarraaaaanas 6
4.2.1. Classificagdo segundo a posi¢do dos grupos quinonoidicos. ........eeeeeeeeieeieiessinnn 6
4.2.2. Classificagdo segundo @ eSITUIUIA. .....cvvirirvererineecrerierscesrseessesseesresessesanssesssssenns 7
4.3. Biossintese das Naftoquinonas
4.4, Métodos de identificagfio das naftoquinonas
4.4.1. Teste de Borntraeger
4.4.2. Analise por cromatografia em camada fina.(TLC)
4.4.3. Andlise por espectroscopia de UV-Vis
. ACTIVIDADE BIOLOGICA
5.1. Actividade antimicrobiana. ..o Il
5.2. Actividade Tripanossomicida '
5.3. Actividade antiinflamatoria. ...........coceviiieviiiiiiniis ettt eee e 13
5.4. Actividade antiulcerogénica e anticancerigena
5.5. Actividade antiprotozodria
5.6 . Actividade antiviral
5.7. Relagdo estrutura actividade antimicrobiana
6. OUTROS COMPOSTOS ISOLADOS DA PLANTA KIGELIA AFRICANA COM
ACTIVIDADE ANTIMICROBIANA
6.1. Iridoides
6.2. Lignanes
6.3. Esterides

8.1. Caracterizagdo taxonémica
8.2. USO MEdICINAL ..cooociiiiiiccii ettt str e srn e e e nae e 20

8.3. Qutros usos




Naftoquinonas da Kigelia Africana Trabalho de Licenc:'iatura— UEM-

9.0. METODOS DE EXTRACAO USADOS

9.1. Maceragédo

0.2, SOXBLEL. ...vereeoreseees e ess e eees oo sree oo e 21
10. METODOS DE ANALISE USADOS '

10.1. Cromatografia liquida de Média Pressdo (MPLC)

10.2. Cromatografia em Camada Fina (TLC)

10.2.1. Aplicagdo da amostra

10.2.2. Fase estacionaria

10.2.3. Fase mével

10.2.4. Métodos de visualizagio

10.2.5. Determinag@o do RE. ..o JTSORTOURUROURIRIO 25

10.3. Analise por espectroscopia de UV-Vis
10.4. Analise por espectroscopia de massa
11. PARTE EXPERIMENTAL

11.2. Extracgdo
11.2.1. Extracgdo das cascas do caule da Kigelia Africana
11.2.2. Extrac¢ao das raizes da Kigelia africana. .............cconeveucne. erreere b eraesesaaneas 27
11.3.Cromatografia em Camada Fina (TLC) |
11.4. Fraccionamento por cromatografia liquida de media pressio
11.4.1.Fraccionamento do extracto cloroférmico das cascas de caule de kigelia
africana :
11.4.2. Fraccionamento dos extractos cloroférmicos das raizes da kig;elia africana
11.5. Analise das frac¢des isoladas por espectroscépia de uv-vis
11.6. Espectroscopia de massa de algumas fracgdes isoladas nas raize%s
12.DISCUSSAQ DOS RESULTADOS
13.CONCLUSAO E RECOMENDAGOES. ......coovvievrrereeiemreneeesisinaens eereeseseneenatas 42
13.1. Conclusio '
13.2. Recomendagdes :
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ......c.ovimemeeeneecnennnsenesssssenseens oo 44

-ANEXOS-




Nafioquinonas da Kigelia Africana Trabalho de Licenciatura-UEM-

INDICE DE FIGURAS

Figura.l. Aparelhagem para extrac¢do por soxhlet

Figura .2. Aparelhagem de MPLC

A figura 3. Cromatograma dos extractos brutos das raizes e cascas de caule de Kigelia
ATTICANA. 1ot s st e a et e e e e e eren 29

Figura 4. Cromatograma das fracges obtidas do fraccionamento do extracto bruto das cascas
de caule ( MPLC1)

Figura 5.Cromatograma das frac¢Ses agrupadas da MPLC.1........ccovennee cerreerrearresraenaen 31
Figura.6. Cromatografia das fracgdes obtidas do fraccionamento da fracgio 6-7 das cascas de
caule (MPLC.2)

Figura 7.Cromatograma das fracg¢des agrupadas da MPLC.2.......coeevoviicininccciciiecinnnn 33
Figura 8. Cromatograma das fracgdes obtidas por fraccionamento do extracto bruto das
raizes
Figura 9.Cromatograma das frac¢des agrupadas da MPLC.3.........ccomminrncienceeccenennen, 34
Figura.10.Cromatograma das fracgdes obtidas do fraccionamento das fracgdes 6-12 das
raizes (MPLC.4)

Figura 11.Cromatograma das fracgdes agrupadas da MPLC.4..........covvvvrevnnvenvererinnnnnas 36
Figura 12.Cromatograma dos extractos brutos de cascas de caule e raizes reveladas
Figura 13. Cromatograma comparativa das fracgdes 15-16,17 de cascas de caule ¢ fracgdes

20-21, 23 de raizes




Naftoquinonas da Kigelia Africana Trabalho de Licenciatura-UEM-

{NDICE DE TABELAS

Tabela 1.Distribuigdo da ocorréncia das naftoquinonas por familias e espécies

Tabela 2. Algumas doengas causadas por micrébios




Naftoguinonas da Kigelia Africana Trabalho de Licenciatura-UEM-

ABREVIATURAS

Organizagdo Mundial de Saude.

Acetato de Etilo.

Metanol

Acido Riboniicleico.

Acido Desoxribonucleico.
Cromatografia Liquida de Alta Resolugdo.
Cromatografia Liquida de Média Presséo.
Cromatografia em Papel.

Cromatografia Gas-Liquido.
Cromatografia Gas-Sélido.
Cromatografia em Camada Fina.
Ultravioleta e Visivel.

Volume por Volume.

Factor de Retengdo

Radical




aftoquinonas da Kigelia Africana Trabalho de Licenciatura-UEM-

RESUMO

A planta Kigelia Africana da familia Bignoniaceae ¢ usada na medicina popular para
o tratamento de vérias doengas.

Em Mogambique ¢ usada como antimaldrico, antimicrobiano, purgativo, para o
tratamento de sifilis, tratamento de cincer da pele, antiinflamatdrio, contra sinusite,
etc.

A acglio medicinal desta planta estd relacionada em grande parte com a presenca de
substincias activas na sua composigdo fitoquimica de compostos conhecidos por
naftoquinonas que possuem varias actividades biologicas.

Neste trabalho fez-se o estudo fitoquimico das Raizes e das cascas de caule e fez-se a
comparagio da composigdo fitoquimica dos extractos brutos das raizes e das cascas
de caule.

Neste trabalho foram usadas duas técnicas de extracgdo: Extracgio por Maceragdo e
extracgdo por soxhlet usando cloroférmio como solvente de extracgdo.

O método de extracgiio por soxhlet foi escolhido para a obtengdo de extractos brutos
usados no fraccionamento por Cromatografia Liquida de Média Pressdo (MPLC). As
diferentes fracgdes obtidos foram analisadas por Cromatografia em Camada Fina
(TLC) no sistema de solvente n-Hexano/Acetato de etilo.

As fracgdes isoladas foram analisadas por espectroscopia de massa..

Dos compostos isoladas, as naftoquinonas Kigelinona e Isopinnatal foram

identificadas nas raizes
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1.INTRODUCAO

A fitoterapia foi criada para designar tradi¢des populares de tratamentos, nas quais as
plantas medicinais s#o usadas como medicamentos. Os produtos de origem vegetal,
denominados fitoterdpicos, aqui compreendidos em toda sua abrangéncia, estdo
relacionadas com qualquer exploragdo tecnologica € econdémica de vegetais empregados na

prevengdo, no tratamento, na cura de distdrbios ou doengas dos homens e animais.

A utiliza¢do de plantas como medicamento pela humanidade € tdo antiga quanto a histéria
do homem ¢ ainda constitui uma realidade entre os povos de todo 0 mundo. A prética da
medicina tradicional estd intrinsecamente ligada a4 vida das comunidades que habitam o
territério Mocambicano. Esta pratica baseia-se no tipo de organizagdo social € econémica
que caracterizava estas comunidades, pois iniimeros eram os desafios que lhes impunham,
como doengas, as epidemias e entre outros fenémenos da natureza. Deste modo para fazer
face a estas diversidades, as comunidades tiveram que adoptar formas de defesas e
salvaguarda das suas familias. Assim o processo de evolugdo da arte da cura se deu de

forma empirica, em processos de descoberta por tentativas de erros e acertos.

Neste processo os povos primitivos propiciaram a identificagfio de espécies e de géneros
vegetais bem como das partes dos vegetais que se adequam ao uso medicinal do
reconhecimento do habitante. Este processo foi lento e longo, no qual a situagdo aliada ao
ensaio vagarosamente converteu a experiéncia do saber em memoria colectiva, como forma

de repassar as geragdes seguintes o conhecimento acumuiado e desta forma, preservando-o.

Por outro lado, devido a rede de cobertura do servigo nacional de satde estima-se que 60%
da populagdo no pais utiliza os servigos fornecidos pela medicina tradicional para os

cuidados de saide.

Segundo Addae-Mensah; 1.(1988) a Organizagdo Mundial de Saiude (OMS) estima que
80% da populagdo deste planeta utilizam as plantas medicinais para satisfagdo total ou

parcial das suas necessidades em cuidados de saide.

Dada a importincia da medicina tradicional, a conferencia de Alma-Ata (1978) , exortou os
governos a dar maxima importincia ao uso desta e integrar aspectos de comprovada
eficiéncia, promovendo o cultivo ¢ conservagdo de plantas medicinais. As plantas
constituem um verdadeiro tesouro verde, elas carregam sobre si os chamados principios

activos. Na velocidade em que ocorre o fendmeno de extin¢fio das espécies vegetais, uma

quantidade enorme de plantas com propriedades medicinais correm o risco de desaparecer

LTendai Sairosse Mujanje -1-
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antes de seu valor ser reconhecido, 0 que torna ainda mais urgente intensificar os

investimentos nesta area.

As plantas chamadas medicinais sdo assim denominadas quando a partir delas podem ser
feitos ou extraidos produtos que tenham a capacidade de curar, aliviar dores, ou que de
alguma forma possam ajudar o organismo humano ou vegetal. As plantas medicinais
continuam sendo importantes na descoberta de novas drogas, como fornecedores de
principios activos ou medicamentos semi-sintéticos baseados em compostos secunddrios de

plantas.

A flora Mogambicana ¢ rica em recursos de origem vegetal, recursos estes que podem ser
aproveitados para o estudo e a investigagdo sobre plantas medicinais. A populagdo
Mogambicana no geral a residente nas zonas rurais baseia-se no uso de plantas medicinais
para o tratamento de certas doengas assim como também para a prevengdo. Neste contexto
torna-se pertinente o estudo das plantas medicinais mogambicanas, pois poucos estudos

foram realizados.

E importante saber que metaboélitos secundérios sdo encontrados nas planfas, estes podem
fornecer uma base para seu uso na medicina tradicional e na medicina moderna como ¢
caso da planta em estudo Kigelia Africana, também conhecida como Mufunguti na zona
Sul de Mogambique, Muvhé na Zona Centro de Mogambique, que € um membro da grande
famfilia de Bignoniaceae, uma familia constituida por cerca del13 géneros e 800 espécies
arbustivas, drvores e trepadeiras. Familia esta notavel para ocorréncia de naftoquinonas,
iriddides,lignanes, cumarinas e esterdides. (Hegnauer 1964) [2].

A variedade de metabolitos encontrados nestas plantas € que condiciona a diversificada
actividade biolégica, tais como: Antimicrobiana, antimalérica, purgativa, no tratamento de

sifilis, cAncer da pele, etc.

Nos primeiros estudos realizados sobre a Kigelia africana, a fruta era a parte mais
explorada, mais recentemente alguns investigadores interessaram-se também em outras

partes da planta.

E neste contexto que no presente trabalho propde-se realizar o estudo fitoquimico das
raizes e cascas de caule da planta Kigelia africana, no 4mbito de isolar as naftoquinonas e
outros compostos com actividade antimicrobiana para comprovar o0 S$eu uso ¢omo

antimicrobiano na medicina tradicional.

| Tendai Sairosse Mujanje
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2. OBJECTIVO DO TRABALHO.
2.1. Objectivo geral

< Estudar a composi¢do fitoquimica das raizes e cascas de caule da planta Kigelia

africana.
2.2. Objectivos especificos

% Estabelecer a comparagdo por cromatografia em camada fina entre a composigdo
fitoquimica das raizes e das cascas de caule da Kigelia africana
)

% Isolar e caracterizar as naftoquinonas nas raizes e cascas de caule da Kigelia africana.

% Comparar os produtos isolados das raizes e isolados da casca de caule da planta

Kigelia africana.

3. METODOLOGIA.
O presente trabalho seguiu a seguinte sequéncia:
% Pesquisa bibliogréfica.
% Recolha de amostras no campo.
% Trabalho experimental que teve seguintes etapas:
» Secagem ¢ moagem de amostras.
> Extracgdo e fraccionamento.
» Analise cromatografica e espectroscdpica dos resultados.
Discussdo dos resultados.

Elaboragdo do relatério final

4. NAFTOQUINONAS.

As quinonas representam uma ampla e variada familia de metabdlitos de distribui¢do
natural e encontram-se em quase todas partes das plantas. O interesse nestas substincias é
devido a sua importancia nos processos bioquimicos vitais e também ao destaque cada vez
maior que representam em varios estudos farmacolégicos. Na natureza, estio envolvidos em

etapas importantes do ciclo de vida de seres vivos, principalmente nos niveis de cadeia

LTendai Sairosse Mujanje -3- |
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respiratéria ¢ da fotossintese. De um modo geral as quinonas naturais siio de vital

importincia para vegetais, artropodes, fungos, liquenes, bactérias, algas e virus.

Com base na sua estrutura molecular as quinonas podem se dividir em diferentes grupos,
utilizando-se como critério o tipo de sistema aromatico que sustenta o anel

quinonoidica[16]. Assim distingue-se:
a) Benzoquinona: contem um anel benzénico. Exemplo da Plastoquinona (1).

0

b) Naftoquinona contem um anel naftalénico. Exemplos de a-Lapachona (2) que €
uma para- naftoquinona, B- Lapachona (3) que € uma orto-naftoquinona ¢ a Vitamina K

(4) que € uma o- naftoquinona com cadeia lateral Oligoisoprénica.

0
Q‘ 0
8]

¢) Antraquinona(5) contem um anel antracénico

[ Tendai Sairosse Mujanje
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d) Fenantraquinona (6) contém um anel fenantrénico

0

(6)
Numa observagdo mais apurada sobre a importdncia das quinonas, € de destacar as

naftoquinonas que possuem aplicagdes préticas importantes e comprovadas.

Dentre as naftoquinonas naturais destaca-se o Lapachol (7) que tem sido encontrado como

constituinte de varias plantas das familia Bignoniaceae, Verbenaceae e Proteaceae[1][4].

™)

4.1. Ocorréncia e distribui¢do das naftoquinonas.

As naftoquinonas sZo distribuidas extensamente nas plantas, fungos e em alguns animais.
Na natureza estdo envolvidas nas etapas importantes do ciclo de vida de seres vivos,
principalmente nos niveis de cadeia respiratéria e da fotossintese. Estas substidncias tem

sido encontradas como constituintes principais de vérias plantas da familia Bignoniaceae,

Proteacea e outros como € mostrade na tabela 1,

| Tendai Sairosse Mujanje
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Tabela 1.Distribui¢do da ocorréncia das naftoquinonas por familias ¢ espécies

Familias Espécies

Bignoniaceae Tabebuia flavescens Benth - & Hook. F.
ex. Griseb. T. avellanedae lor. , kigelia

africana

Verbenaceae Tectona grandis L.fil. Avicenia officinalis

Proteaceae Conospremum teretifolium R.Br

Leguminosae Diphysa robinoide

Sapotaceae Bassia latifolia

Qutras familias Markhamia Stipulata wall, Stereocarpus

Salignus

Entretanto, sua ocorréncia € maior na familia Bignoniaceae, principalmente no género das
Tabebuia (Tecoma). Estas espécies destes taxons encontram - se distribuidas nas regides
tropicais de todo o mundo, sendo de ocorréncia frequente no continente americano e na

flora africana.

4.2. Classificacfio das naftoquinonas.
4.2.1. Classificacdo segundo a posi¢ao dos grupos quinonoidicos.
Existem trés grupos de naftoquinonas

1°. a - naftoquinonas s3o aquelas em que o grupo quinonoidico encontra-se nas posigdes

1,4 do sistema naftalénico e podem ser sintetizados pela oxidagdo do naftaleno(esquema 1).

CH;COOH .
HCrQy4

0]

® 9
Naftaleno 1,4 - Naftoquinona

Esquema 1: Oxidag¢do do Naftaleno em 1,4- Naftoquinone

l Tendai Sairosse Mujanje
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2°. B - naftoquinonas sio naftoquinonas que tem o grupo quinonoidico nas posigdes 1,2
do sistema naftalénico, e podem ser obtidos dissolvendo 1,2 naftalenodiol em 4gua na

presenga do didxido de enxofre e cloreto de ferro (I1)(esquema 2).

OH n
OH I o
FeCl3, SO,
—— -
H,O

(10) (1
1,2-Naftalenodiol 1,2-Naftoquinona

Esquema 2: Obtengdo de 1,2-Naftoquinona a partir de 1,2- Naftalenodiol.

3°. Amfi-naftoquinonas sio substincias que tem o grupo quinonoidico nas posigdes 2,6 do

sistema naftalénico, € podem ser obtidas pela oxidagdo de 2,6-naftalenodiol (12) em

benzeno com diéxido de chumbo(esquema 3).

OH 0
PbO,
CsHs
0 0O

(12) (13)
2,6-Naftalenodiol 2,6-Naftoquinona

Esquema 3: Oxidagdo do 2,6-Naftalenodiol em 2,6- Naftoquinona.
4.2.2, Classificagdo segundo' a estrutuara.

Sob o ponto de vista estrutural, em grande parte destaca-se¢ nas naftoquinonas anéis

furdnicos e pirdnicos , normalmente nas posi¢des 2,3 e 3,4 do sistema naftalénico.

1° Naftoquinonas Pirdnicas- sio naftoquinonas que tem o sistema naftalénico acoplado ao

anel Pirdnico: E o caso de o -lapachona (2) ¢ - Lapachona (3).

2° Naftoquinonas Furdnicas - s3o naftoquinonas que tem o sistema naftalénico acoplado

ao anel furdnico. Exemplo da Kigelinona (14) ¢ Duniona (15)

‘ Tendai Sairosse Mujanje
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H

4.3. Biossintese das Naftoquinonas [2][4][15]

A diversidade biossintética € particularmente bem ilustrada pelas naftoquinonas das

plantas. Estes pigmentos fendlicos amarelos podem ser formados por quatro vias distintas.

1- A primeira via, talvez a mais primitiva, a partir do acetil coenzima A e do malonil

coenzima A, para 3 sintese da Plumbagina (16)(esquema 4).

CH3COCoA
+

SCH,COCoA

COCH

(16)

Plumbagina

Esquema 4: Sintese da Plumbagina

2- A segunda via conhecida como via do 4cido o-succinilbenzbico (18) para a produgio da

Juglona (19), o produto inicial € o 4cido Shikimico (17)(esquema 5).

o (lezCQH COH CQH
Chp —_—
| /CHZ
‘<|3—TPP

OH

(18) 19)

Esquema 3: Sintese da Juglona

f Tendai Sairosse Mujanje
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3- A terceira via das naftaquinona opera na Chimafila, que produz uma
dimetilnafioquinona chamada chimafilina (22). Esta é formada a partir da fenilalanina (20)

na via do 4cido Homogentisico cujo intermediario é Homoarbitina (21) (esquema 6).

H

CH;TH—CO;H o
3 CH3

CH

(21) (2i )

Esquema 6: Sintese da Chimafilina.

4- A quarta via comega com dcido p-hidroxbenzoico (23), neste caso com adig#o do geranil
Pirofosfato ao produto inicial fenélico, ocorre uma diisoprenilagdo. O produto formado

pode ser um ou dois esteroisémeros: Alcanino ou Shikonina (24).(esquema 7)

+C[o
e

24)
Alcanino ou Shikonina(isémero no C")
Esquema 7: Sintese de alcanino ou Shikonina.

4.4. Métodos de identifica¢iio das naftoquinonas

A identificagdo das naftoquinonas nos vegetais é realizada a partir das suas propriedades
fisicas e quimicas, usando os métodos espectroscdpicos e cromatograficos tais como:
Cromatografia Liquida de Alta Resolugdo (HPLC), Cromatografia em Camada Fina (TLC),
Espectroscopia em Ultravioleta e visivel (UV-Vis), Infravermelho (IV), Espectroscopia de
massa (MS), etc.
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4.4.1. Teste de Borntraeger.

Esta técnica baseia-se em fazer reagir a substincia com hidréxido de sédio para formar

uma substincia com a cor caracteristica desta substincia.

As naftoquinonas dissolvem-se prontamente em solugdo alcalina, formando o sal
correspondente. Todas naftoquinonas dissolvidas na 4gua quente formam uma solugdo de

cor amarela, alaranjada ¢ alaranjada intensa.

Por exemplo para identificago do Lapachol (7), adiciona-se 3-6 gotas de solugdo de

hidréxido de sédio na substincia e obtém-se uma solugfo de cor vermelha brilhante.

OH I ONa
O‘ +NaOH ———» “
\ \

0 0
) @3
Lapachol Sal sédico do Lapachol

Esquema 8: Reacgdo do Lapachol com solugio aquosa de Hidroxido de sodio.

4.4.2. Anilise por cromatografia em camada fina.(TLC){[5]

Nesta técnica as placas cromatograficas sdo reveladas por uma solugdo de hidréxido de

potassio (KOH) em 5 a 10% de etanol .As naftoquinonas quando sfo reveladas por esta

solugdo apresentam as cores que variam de amarela, alaranjada, violeta, etc.

Ainda neste tipo de técnica também pode-se determinar o factor de retengiio Rf que varia

de 0,20 a 0,75 no sistema de solvente n-Hexano /Acetato de etilo (7:3).

4.4.3. Andlise por espectroscopia de UV-Vis.[24]

Nesta técnica o reconhecimento das naftoquinonas ¢ feita determinando os comprimentos

de ondas de absor¢do que varia de 249 a 310 nm [24].
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5. ACTIVIDADE BIOLOGICA.

As naftoquinonas sdo distribuidas extensamente nas plantas de diferentes familias.
As suas estruturas lhe conferem variadas biodinamicidades tanto nos vegetais como nos
animais, destacando-se dentre muitas as propriedades microbicidas, tripanossomicidas,

viruscicidas e antitumorais{9].
3.1. Actividade antimicrobiana.[12]

Os antimicrobianos sdo farmacos capazes de destruir ou suprimir microorganismos sio
produzidos por diversas espécies de microorganismos ( bactérias, fungos, etc.) que
suprimem o crescimento de outros microorganismos. Antimicrobianos s3o importantes pois
possuem um largo campo de aplicag&o em medicina humana, veterindria, nas farmacias, na
agricultura, nos cosméticos e outras 4reas. Também sdo importantes componentes do
sistema imunitdrio de muitas espécies, compreendendo as classes de antibacterianos,

antiprotozodrios e antifiingicos{7][13].

Os antimicrobianos podem ser classificados segundo a sua estrutura quimica e mecanismo

de ac¢do:

-Agentes que inibem a sintese da parede celular bacteriana.

-Agentes que bloqueiam enzimas essenciais no metabolismo.
-Agentes inibidores da protease { enzima que quebra as proteinas em polipéptidos).
Algumas doengas causadas por micrébios.

A maioria das doengas causadas por microorganismos, s3o contagiosas. As mais perigosas

sdo as infecgdes gastrointestinais, tuberculose e a maléria[9).

A tabela 2. Algumas doengas causadas por micrébios [6,9,11,16,19 ,20].

Doengas Sintomas

Doenga de sono Lesdes meningoencefélica, ingorgitamento
de glnglios cervicais

Doenga de chaga Lesdes da musculatura do tubo digestivo
(esofago) _
Leishmaniase Ulceragfo no rosto, bragos e pernas
Malaria Febre, anemia, lesdo no figado.

Carcinoma Sarcoma Cancer, aumento do tempo de coagulagio ¢
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[ | problemas gastrointestinais

Como j4 foi reportado os agentes antimicrobianos s3io drogas usadas para o tratamento de
infeccdes causadas por micrébios. As naftoquinonas foram testadas intensivamente no
passado contra diferentes parasitas, incluindo Plasmodium, Leishmania, Taxo-plasma guidii
€ Tripanossoma sp. Como exemplo do composto testado tem-se a Plumbagina (16) que €
uma naftoquinona natural isolada das raizes do Scandes do plumbago; planta esta usada na
medicina tradicional para o tratamento de vérias doengas. O composto mostrou a inibigdo
do crescimento do Staphylococcus Aureos causador das infecgdes adquiridas nas feridas
resultantes da cirurgia e infecgdes devido a ndo esterilizagio dos instrumentos nos hospitais

¢ os fungos Céndida Albicans(agente causador da candidiase) [11][16].

Das naftoquinonas com actividade antimicrobiana destaca-se o Lapachol (7) por ser um
dos representantes do grupo das quinonas e por possuir vérias actividades bioldgicas. Esta
naftoquinona pode ser isolada nas arvores das familias Bignoniaceae,Verbenaceae,
Proteaceae, Leguminoseae, Sapotaceae, etc. O Lapachol (7) foi também matéria prima para
a sintese de muitas outras substincias de distinta biodinamicidade. O mais activo é o
derivado sintético B -lapachona (3), esta substincia tem sido encontrada como constituinte

minoritaria durante o isolamento do Lapachol (7)[16][20].

Os estudos feitos por Oswaldo Gongalves de Lima e Ivan D'Albuquerque sobre a
actividade antibidtica da P -lapachona (3) e do Lapachol (7) mostraram que hd uma
predomindncia de actividade contra certos microorganismos Gram-positivos e baixa

actuagdo contra microorganismos Gram-negativos excepto contra o género Brucella,

5.2. Actividade Tripanossomicida[11][16]

Num estudo realizado sobre a actividade tripanossomicida de naftoquinonas, usando
tripanossoma cruzi e crithidia fasciculata, foi observada que o Lapachol (7) tem pouca
actividade e os mais activos sdo os compostos P -lapachona(3) e alil -p -lapachona (26).
Também foi demonstrada uma estreita relagdo entre a indugio de produgdo de espécies
reactivas de oxigénio (superéxido e per6xido) e a letalidade in vitro de naftoquinonas sobre

o Tripanossoma cruzi nas formas amastigota, epimastigota e tripomastigota.
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(26)

5.3. Actividade antiinflamatéria.[19]

Em 1992 , Grazziotin, isolou da Tabebuia Chysotricha trés naftoquinonas: Lapachol (7) ,
hidroxlapachol (27) e 5-hidroxi-2(1-hidroxietil)nafto[2,3-b]furano-4,9-quinona ¢ somente
os compostos (7) e (27) foram submetido ao ensaio biologico para determinar a actividade
analgésica. A andlise estatistica do tempo de resposta ao estimulo ao calor em ratos tratados
mostrou uma significativa diferen¢a, mais o Lapachol (7) mostrou maiores propriedades
antiinflamatérias e analgésica do que o hidroxilapachol (27) ap6s testes cléssicos de

indugdo de edema em ratos e analgésia.

Sister também constatou que formulagdes tépicas do Lapachol (7) mantém suas

propriedades antiinflamatdrias e analgesicas[19].

@7

5.4. Actividade antiulcerogénica e anticancerigénica.|3]

Uma das 4reas onde as naftoquinonas sdo promissérias € nos estudos neopldsicos. Os

primeiros estudos antineopldsicos desenvolvidos por Hartwell em 1967 mostraram uma
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actividade antineoplasica do Lapachol (7) sobre o sarcoma de Yochida( 86% de inibi¢do). O
sal sodico do Lapachol (25) também foi activo contra Leucemia L1210.

Os estudos feitos por Goel et al, mostraram que a administragdo oral do Lapachol (7) na

ulcera induzida pelo stress durante trés dias, promoveu uma redugéo de 56%.

Rdo confirmou a actividade antitumoral do Lapachol (7) e da Xiloidona (28) sobre o
carcinossarcoma de Walker 256. O derivado do lapachol, « ~lapachona (2) mostrou a
actividade contra o carcinoma ascitico , inibindo o crescimento tumoral em 95,4 -
99,6%[19].

Gongalves comparou a actividade do lapachol (7) € da Lawsona (29) contra o sarcoma 180

e constatou que a Lawsona (29) € mais activa do que o Lapachol (7).

Pardee e colaboradores relataram que a Salvicina (30), uma naftoquinona de estrutura
diterpenoidica da planta chinesa Salvia Priomitis, apresenta uma forte actividade

anticancerigénica in vitro e in vivo contra tumores humanos sélidos [19].

Os exames etnobotanicos feitos na Nigéria dirigidos por Dr. Akunyili da universidade de
Nigéria revelaram que as naftoquinonas Kigelinona (14) e 2-acetilnafto [2,3-b] furan-4,9
quinona (31) indicaram alguma actividade no tratamento de edemas, ulceras, tratamento de

feridas e também s#o antiinflamatérias.

0
0
0

(30)

5.5. Actividade antiprotozodria
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Na busca de potentes agentes antimaléricos, tendo como protétipo as vitaminas K e o
Lapachol foi feito um estudo com diversos andlogos sintéticos; onde constatou-se que o
composto Atovacone (36) apresentou melhor actividade em pacientes infectados por

Plasmodium Vivae[19].

Num ensaio in vitro com 12 substincia naftoquinonicas em busca de ac¢lio antimaldrica
sobre Plasmodium Falciparum em estagio eritrocitdrio, verificou-se que o Lapachol (7)
apresentou actividade inibitéria sobre o crescimento de parasitas, sendo parcialmente

activo.[19]

O professor H.Kolodziej Freie da universidade de Berlim mostrou que algumas
naftoquinonas isoladas na Kigelia africana exibem a actividade antiprotozoaria[7]. Nas
cascas de caule da Kigela africana foi isolado o composto 2-(1-hidroxetil) -nafto [2,3-b]

fura-4,9 quincna (35) que mostrou a actividade antiprotozodria[7].

Das raizes foram isolados os compostos Isopinatal (32), kigelinol (33) e Isokigelinol (34)
que mostraram também a actividade antiprotozodria in vitro do Rhodesiense e do
Tripanossoma cruzi (agente causador da doenga de sono) e Falciparum do Plasmodium

(agente causador da Maldria).

(33) R=0H, R'=H : Kigelinol 32)

(34) R=H,R'=0H Isokigelinol R = H, R’ = OH Isopinatal

0
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(35) (36)

5.6 . Actividade antiviral.[8][11]

Os compostos B-Lapachona (3) e 3-alil-B-lapachona (26) inibem selectivamente a
replicagdo do virus HIV, atuando na inibi¢do da enzima LTR,[16](20]. Da mesma forma a
B -Lapachona(3) € um potente inibidor de enzima transcriptase reversa do virus
mieloblastose aviaria e Leucemia murina de Rauscher; também inibem a a - polimerase da
DNA,[20]. O Lapachol (7) inibe o crescimento de diversos virus perigosos. Por exemplo o
virus do herpes dactilografo 1 e I, Poliomielite, Stomatitis vesicular, Myeloblastosis avian,

Virus murine do Leucemia Rauscho[8][11][16].

5.7. Relagdo estrutura actividade antimicrobiana [11][16][18].

No estudo da relagdo estrutura-actividade antimicrobiana de naftoquinonas foi escolhido o

microorganismo Staphylococcus Aureus.

Os estudos feitos indicaram que a actividade antibacteriana de uma familia dos isoxazol
naftoquinonas requerem um grupo ceto livre na posi¢do 1 e o substituinte na posi¢do 2
deve ser um grupo hidroxilo ou qualquer substituinte nfo lipofilico, pois um grupo
lipofélico ou moléculas pesadas diminuem a actividade[9].

As naftoquinonas testadas nos recentes estudos tém um grupo ceto livre, mas os mais
eficazes nfo tem o grupo hidroxilo na posi¢do 2. O composto (39), que tem um grupo
hidroxilo na posi¢édo 2, mostrou uma actividade mais baixa do que o composto (38).

E o composto (40) ndo acusou a inibigdo pois ndo possui o grupo ceto livre na posigdo 1

que ¢ responsdvel pela actividade [18][22].

Sistema naftalénico
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OH O OH o

OH 0 NH, o

(37) (38)

5,8-dihidroxi-1,4-naftoquinona 5-amino-8-hidroxi-1,4-naftoquinona

O
(39) (40)
2,8-dihidroxi-5-amino-1,4-naftoquinona. 3,5,8-Trihidroxi-4-imino-1(4H) -

naftoquinona

As naftoquinonas mais eficazes foram testadas de encontro a vérios microorganismos. Por
exemplo, o composto (38) inibiu o crescimento de diversas espécies dos staphylococci, dos
bacilos, dos Streptococci, € de algumas bactérias gram- negativas, tais comio Mirabilis do
proteus, gallinarum dos Salmonella. O composto (39) inibiu o crescimento dos

Staphylococci e dos bacilos[21][22].

6. OUTROS COMPOSTOS ISOLADOS DA PLANTA KIGELIA AFRICANA COM
ACTIVIDADE ANTIMICROBIANA

Para além das naftoquinonas existem outros compostos isolados da planta Kigelia

Africana possuindo actividade antimicrobiana.

6.1. Iridoides.
Os Iridéides principais isolados nas raizes e cascas de caule foram o Catapol(41) e seus

derivados  Specidsido (42), Vermindsido (43) e Minecésido (44) que mostraram a

actividade  antimicrobiana contra  bactérias  Gram-positivas  (Staphylococcus
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Aureus,Aeruginosa do Bacillus- Subtilis, do Escherrichia coli, dos Pseudomonas e os

albicans do cdndida.[7]

Oglucose CH,0H Oglucose
(42) R =H Specidsido

(43) R=0H Verminésido:
(44) R= OCH; Minecosido

6.2. Lignanes

A lignane que mostrou a actividade antimicrobiana foi a Balanofonina (45) que foi isolada
nas cascas de caule. Mostrou-se activo no tratamento de infec¢des génito-urindrias e
também para o tratamento de infecgdes da pele causadas por microorganismos tais como

Dermatophytes e bactérias [7)].

(8]
CH,0H OCH,

H =
oM
o

OCH,
(45)

6.3. Esterdides

Os ester6ides stigmasterol (46) ¢ P-sitoesterol (47) que foram isolados nas cascas de caule
¢ raizes mostraram as actividades antiprotozodria, antibacteriana e antiinflamatéria nos

ratos [7].
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CHs

7.CARACTERIZACAO E DESCRICAO DA PLANTA EM ESTUDO (Kigelia
Africana) |
Esta planta pode ser descrita de varias formas, tais como: Taxionémica ol em fungdo do

seu uso medicinal ou terapéutico.
7.1. Caracterizacio taxionémica

A Kigelia Africana pertence a familia Bignoniaceae, familia esta constituida por cerca de
113 géneros e 800 espécies de plantas arbustivas, drvores ¢ trepadeiras. As espécies deste
taxon encontram-se distribuidas nas regides tropicais de todo o mundo, sendo de
ocorréncia frequente no Continente Americano as Ipé amarela e roxo, no Continente
Africano a Kigelia Africana [7].

A kigelia africana conhecida por arvore de sausage ou Kigelia pinnata,ic]assiﬁcada na
familia Bignoniaceae, é muito comum nas savanas africanas, principalmen:te na Africa do
sul, Malawi, Zimbabwe, Mogambique ¢ Botswana. E uma arvore grande que pode atingir

18 metros de altura e Imetro de largura, com um tronco grosso arredondado com cascas
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cinzentas e lisas. As flores sdo muito atractivas, mais tem um cheiro desagradavel de cor
castanha avermelhada e enrugadas; as frutas sdo enormes com a forma de salsichas; podem

atingir Imetro de comprimento ¢ podem pesar mais ou menos 10kg[22][23].
7.2. Uso medicinal.

Em Africa usa-se principalmente a fruta e as cascas da planta [7,12,17].

As cascas ¢ as frutas sdo usadas tradicionalmente para o tratamento de doengas causadas
por microorganismos € como um remédio para o tratamento de céncer da peie.

As frutas secas pulverizadas s8o usadas no tratamento de tlceras, sifilis € especialmente na
Africa do sul onde tem uma reputagiio consideravel por ser eficaz ao encontro de Keratosis
solar que pode desenvolver ao cincer da pele. As frutas verdes ndo podem ser comidas pois

s30 venenosas e servem como purgativos fortes e causam borbulhas na boca ¢ na pele.
7.3. Outros usos

Esta planta ¢ usada na construgdo civil, carpintaria no fabrico de armdrios, gavetas e na
construgdo de instrumentos musicais devido a natureza rigida da madeira, em planeamento
urbano é usado como planta de ornamentagio, devido a beleza da sua floragdo. O exemplo
mais conhecido é no paisagismo urbano[14][23]. Em Mogambique os médicos tradicionais
usam o tronco para finalidades cerimoniais. As raizes rendem uma tinta amarcla
brilhante[12].

8. METODOS DE EXTRACAO USADOS

Para o presente trabalho foi usada a extracgdo sélido-liquido, que engloba os seguintes
métodos:

-maceracio

- soxhlet.

8.1. Maceracdo [5]

A maneira mais comum para se extrair os principios activos das plantas € por extracgdo
simples, conhecida como maceragio.

A maceragdo consiste em submeter um material sélido previamente moido 3 ac¢io de um
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solvente 4 temperatura ambiente. A amostra ¢ deixada em contacto com o solvente de

extracgdo recomendado por algum tempo que varia de horas, semanas ou mesmo meses.

Algumas substéncias solidas solubilizam-se no solvente de acordo com a sua polaridade.

8.2. Soxhlet[5].
Para além da maceragdo existe outra maneira usada nos laboratérios de pesquisa que é uso
do extractor soxhlet.
A extrac¢do por soxhlet consiste num processo de extracgdo exaustiva de um sélido por
meio de um liquido, onde se efectua um refluxo durante um certo tempo até descolorag#o
do material em extracgdo contido no interior de um cartucho de material poroso.

A metodologia desta extracgdo € amplamente utilizada por pesquisadores que trabalham

com produtos naturais.

e Condensacicr

st

Agua

Swhiloy

Cartascha

- DAsnta de

L@ , W squzcimento

Ay

Figura.l. Aparelhagem para extrac¢iio por soxhlet

9. METODOS DE ANALISE USADOS.

Métodos cromatograficos [5][10].
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A cromatografia ¢ 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 constitui uma das técnicas mais importantes da actualidade, pois para além
de ser aplicada na 4rea de separagdo dos componentes de uma mistura, serve também para
purificagdo ¢ identificagdo desses componentes.

Existem vérias técnicas cromatogréficas.

- Cromatografia Liquida de Alta Resolugdo ( HPLC).

- Cromatografia Liquida de Média Presséo (MPLC)'

- Cromatografia em Papel (CP) |

- Cromatografia Gas-Liquido (GLC)

- Cromatografia em Camada Fina (TLC)

- Cromatografia Géas- Sélido (GSC)

As técnicas cromatograficas usadas no presente trabalho so:

- Cromatografia Liquida de Média Pressdo (MPLC)

-Cromatografia em Camada Fina (TLC)

9.1. Cromatografia liquida de Média Pressdo (MPLC) [10]

E uma técnica usada para a separagdio de misturas, onde a adsorgiio ocorre no interior de
uma coluna contendo o adsorvente empacotado € uma mistura a separar. Os componentes

da mistura sdo separados de acordo com o grau de polaridade.
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}""““-”1 Colectc;res de E’acco:i
Figura .2. Aparelhagemn de MPLC,

9.2. Cromatografia em Camada Fina (TLC) [5][10].

A cromatografia em camada fina é um tipo de adsor¢do na qual os componentes de uma
mistura sdo adsorvidas & superficie do sélido, a diferentes velocidades, 4 medida que a fase
movel se desloca ao longo da fase estaciondria. O factor que condiciona a separagio ¢ a
diferen¢a de afinidade que as substincias a separar tem, entre a fase estacionéria e a fase
movel (eluente), requerendo neste caso que os componentes da mistura sejam polares.

Esta técnica ¢ de facil execugdo, larga aplicagdo a diversas amostras, elevada sensibilidade
, velocidade de separagdo é de baixo custo.

Consiste numa camada fina adsorvente (por exemplo: silica gel, Pé de celulose ou alumina)
que reveste o material de suporte, rigido ¢ inerte como uma chapa de vidro ou uma folha de
plastico ou mesmo aluminio, de modo que o processo de separagdo ocorra numa superficie

plana, essencialmente bidimensional.
9.2.1. Aplicagéio da amostra
A amostra a analisar ¢ geralmente aplicada na forma de um pequeno ponto (um a dois

centimetros de didmetro) colocado cerca de um a dois centimetros da extremidade inferior

da placa. A aplicagdo pode ser feita com uma microsseringa ou com um capilar de vidro.
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Deve aplicar-se a amostra tdo pequena quanto possivel, de modo a minimizar a largura dos

rastos e a sobreposigdo das manchas.
Deve-se também ter cuidado de nfio perfurar o adsorvente, caso contrdrio o eluente pode
percorrer a placa da forma desigual. E necessario indicar a altura a que se faz a aplicago

da amostra com pequeno trago num dos bordos da placa.
9.2.2. Fase estaciondria

A fase estaciondria (adsorvente) pode ser a silica gel, Alumina (Al,O;) ou um determinado
tipo de celulose.

Pode-se incorporar 2 silica-gel indicadores ultravioletas de modo a facilitar a localizagdo
dos componentes separados através da absor¢3o da luz ultra-violeta aos 254 nm € 366 nm

de comprimento de onda.
9.2.3. Fase mével

Para ter um bom sucesso numa TLC € importante saber escolher adequadamente a fase
mével que permitird a separa¢do dos componentes. Os solventes a serem usados para a fase
movel devem ser puros. Alguns s3o higroscépicos e podem ser afectados‘pela humidade,
diminuindo a reprodutibilidade. .

Deve-se também ter em conta as condigdes € o tempo de armazenamento destes solventes.
Quando se usa uma mistura de solventes, esta ndo deve ser usada repetidamente, pois a
mistura pode sofrer alteragdo da composicdo devido a humidade, ou componente mais

volateis podem evaporar-se quando se abre a tina.
9.2.4. Métodos de visualizacio

Considera-se a visualizagdo ideal em TLC quando oferecer uma area visualizada que seja
suficientemente estavel; permitindo a visualizagio quantitativa dos componentes na ordem
de microgramas e dar uma é4rea suficientemente estavel e adequada a medidas quantitativas.
Neste trabalho foram usados dois métodos:

-Métodos fisicos que consiste no uso da luz ultravioleta 4 diferentes comprimentos de
ondas ( 254 nm ¢ 366 nm).

-Método quimico que consiste na solug@io da vanilina-dcido sulfiirico para produzir uma
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mancha com determinada cor[11][22]. E para confirmar as manchas que representam as

naftoquinonas usou-se o reagente de Borntraeger.
9.2.5. Determinagiio do Rf.

O factor de retengdo exprime a razio entre a distancia percorrida pela substancia ao longo

da placa e a distancia percorrida pelo eluente.

Rf =a/x .
Onde a € a distincia desde o ponto de aplicag@io das amostras até ao centro da mancha.

X ¢ adistincia desde o ponto de aplicag¢do até a linha de frente.
O R¢ € uma fungdo de varios parametros, tornando-se evidente a dificuldade de identificar
uma substincia exclusivamente a partir do seu valor, pois as condigBes teriam que ser
minuciosamente controladas para se obter resultados reprodutiveis e conclusivos.

O valor do Ry € constante para cada substincia se forem usadas mesmas condigdes
operacionais. Muita vezes as condig¢des ndo sdo as mesmas por isso o valor de Ry é um
valor indicativo mais ndo conclusivo pois apenas pode fornecer uma indicagio da possivel

identidade da substincia.

9.3. Andlise por espectroscopia de UV-Vis.[24]

A absorg#o molecular na regido do ultravioleta e do visivel (UV-Vis) depénde da estrutura
electrénica da molécula. A absorgfio da energia nesta radiagdo electromagnética ¢

quantificada e provoca transferéncia de electrdes dos orbitais de energia mais baixa.

O espectro de moléculas simples no estado gasoso consiste em picos de absorgdo finos
,representando cada um, a transi¢gdo de uma combinagio particular de niveis rotacionais e
vibracionais no estado fundamental para uma combinagdio correspondente do estado

excitado.

Os espectros de UV-Vis sdo geralmente registados com amostras dissolvidas num solvente
que ndo absorve, tal como etanol, metanol , hexano, etc. os comprimentos de onda na regido
de UV-Vis variam de 200nm a 800nm.[24]
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9.4. Andlise por espectroscopia de massa.[24]

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, alguns dos
quais sdo ides positivos. Cada espécie de iGes possui determinado valor da razdo de massa
para a carga, ou valor m/z. Como na maioria dos ides a carga ¢ 1 m/z que € simplesmente a

massa do ido.

O GC/MS ¢ o sistema que permite a separagdo de substincias presentes na amostra. A

identificagdo dessas substincias € através da obtengo do respectivo espectro de massa.

O espectro de massa € o resultado obtido através da fragmentagfio da substincia em

diversos ides caracteristicos.

O espectro de massa € a impress3o digital da substincia, pois ndo existem duas substincias

com 0 mesmo espectro.

10. PARTE EXPERIMENTAL

10.1.Colheita, Secagem ¢ Moagem das amostras.

As amostras das raizes e cascas de caule da Kigelia Africana (Bignoniaceae) foram
colhidas no distrito de Marracuene, localidade de Bobole, no vale do Rio Incomate, na
manhd do dia 13 de Agosto de 2005 e foram transportadas para o Laborato6rio dos produtos
naturais do Departamento de Quimica da Universidade Eduardo Mondlane; onde foram
deixadas a secar 4 temperatura ambiente durante 90 dias. A moagem foi feita no Instituto

de Investigagfio Agronémica de Mogambique (ITAM).
10.2. Extraccéo
Para a preparagiio dos extractos brutos das raizes assim como das cascas de caule da

Kigelia Africana foi usado principalmente o método de extrac¢do por soxhlet; s6 no ensaio

preliminar foi usado a extracgdo por maceragdo das raizes.
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10.2.1. Extracgdo das cascas do caule da Kigelia Africana

120gr de po de cascas de caule foram submetidos a extracg#o por soxhlet durante 24 horas;
para tal foram efectuadas diferentes operagdes, introduzindo em cada cartucho o pd de
cascas de caule em quantidades que dependiam da capacidade de cada cartucho. Nesta
operagdo foram usados 400ml de cloroférmio como solvente de extracgdo.

Depois desta operagdo filtrou - se; e o filtrado foi concentrado no rotavapor até quase a
secura para a obtengdo do extracto bruto cloroférmico e obteve-se 1160mg de residuo de
cor castanha amarelada.

O extracto obtido foi submetido a andlise por cromatografia em camada fina (TLC) ¢ ao

fraccionamento por cromatografia liquida de média pressiio (MPLC)
10.2.2. Extrac¢do das raizes da Kigelia africana.

. Extrac¢do com soxhlet
200gr de raizes foram submetidos a extracgdo por soxhlet durante 24horas, tendo usado
780ml do solvente cloroférmio, seguindo a mesma sequéncia usada na extracgdo de cascas
de caule. Foram obtidos 2390mg de residuo de cor castanha amarelada que foi submetido a
andlise por cromatografia em camada fina e ao fraccionamento por cromatografia liquida

de média pressio.
o Extracgdo por maceragdo

Num ensaio preliminar foi realizada também a técnica de maceragdo dinimica, onde 30gr
de p6 de raizes foram submetidos 4 maceragio durante 24 horas com agitagdo em 150ml
de cloroférmio. Filtrou-se ¢ o filtrado foi concentrado no rotavapor até a secura, obtendo
assim 70mg de residuo de cor castanha amarelada e que em seguida foi submetido a anélise

por cromatografia de camada fina.
10.3.Cromatografia em Camada Fina (TLC)

Os extractos brutos e as diferentes fracgdes obtidas apds fraccionamento por MPLC foram

submetidos & andlise por TLC, usando as seguintes condi¢des cromatograficas:
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o Fase movel

Mistura n-Hexano : EtOAc(7:3; 8:2;9:1).
Tinas cromatograficas para o desenvolvimento das placas.
Tubos capilares

Pulverizadores
e Fase estaciondria
Silica-gel 60F,5, (MERCK) sobre placas de aluminio 5x 20 cm e de vidro 20 x 20 cm.
¢ Aplicacio da amostra

Os extractos cloroformicos de raizes ¢ de cascas de caule foram dissolvidos em
cloroférmio ¢ aplicados em placas cromatogréficas a uma distincia de lcm da extremidade
inferior usando tubos capilares de 2microlitros, mantendo uma separagdo minima de lcm

entre 0s pontos de aplicagdo.

¢ Desenvolvimento das placas
As placas foram introduzidas em tinas cromatograficas previamente saturadas de solventes,
tendo o cuidado de o nivel do solvente de eluigfio ndo atingir os pontos de aplicagdo da
amostra durante a imersdo [11][22].

A eluigdo foi feita de modo que a fase mével migrasse no sentido ascendente da placa.
o Sistema de detecgdo [22].

As manchas foram visualizadas usando uma limpada UV a 254 nm e 366 nm e foram
reveladas usando o reagente Vanilina-acido sulfurico, preparado a partir da dissolugdo de
lgrama de Vanilina em 10ml do acido sulfirico e 90ml de Etanol. Esta mistura reveladora
foi aplicada usando um frasco spray (pulverizador). As placas foram seguidamente levadas
a placa eléctrica de aquecimento durante cerca de 10 minutos & temperatura de 90 °C
[11][22].

+ Cromatograma dos extractos brutos de cascas de caule ¢ de raizes.
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Figura 3. Cromatograma dos extratos brutos das raizes e cascas de caule de Kigelia

Africana.

No cromatograma TLC 1 apresenta-se os resultados de andlise por cromatografia em
camada fina dos extractos brutos cloroférmicos respectivamente de maceragdo e soxhlet
das raizes e soxhlet de cascas de caule.

O cromatograma mostra uma complexidade de manchas nos trés casos € notou-se que as
manchas sio semelhantes; a tinica diferenga nota-se nas cascas de caule onde aparece uma
mancha de Rf= 0,22 no sistema de solvente n-Hexano/Acetato de etilo (9:1) de cor
vermelha na UV 366 nm e que torna-se verde quando revelado comf Vanilina/acido
sulfiirico (VS); o restante das manchas sfo semelhantes quer nas cascas de caule quer nas

raizes.

10.4. Fraccionamento por cromatografia liquida de média pressio

Enchimento e montagem da coluna MPLC.
Material usado:
Agitador magnético
Bomba de Média Pressdo
Coluna cromatografica com respectivos acessorios
Dois suportes com respectivas garras
Tubos de ensaio dispostos num carrossel

Funis.
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Fixa-se o pistdo numa das extremidades da coluna introduzindo-se depois 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 cromatogréfica, um funil de haste larga e
introduz-se silica-gel 60 até uma altura de 5cm, esta introdugfo 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 sobre a silica-gel e coloca-se um filtro na extremidade superior, introduz-se entio
o outro pistdo, fixando-o cuidadosamente e por fim monta-se a coluna para a elui¢do. Para
todos os fraccionamentos em cromatografia liquida de média pressdo (MPLC) foi usado o
sistema de solvente n-Hexano/Acetato de etilo (v/v) nas propor¢des 100%; 95/5; 90/10;
85/15; 80/20; 75/25; 70/30; 50/50; 0/100%.

10.4.1. Fraccionamento do extracto cloroférmico das cascas de caule de Kigelia

africana

lgr de extracto bruto de cascas de caule, foi submetido a cromatografia liquida de media
pressdo (MPLCI), na tentativa de isolar os produtos cujas manchas correspondiam aos
produtos principais que possufam a cor amarela em UV a 366nm e cor castanha clara em
UV a 254nm e quando revelado com vanilina-dcido sulfiirico adquirem uma cor alaranjada
intensa ¢ que com tempo passa para cor violeta; usando o sistema de solvente n-
Hexano/Acetato de etilo (v/v) nas proporgSes 100%; 95/5; 90/10; 85/15; 80/20; 75/25;
70/30; 50/50; 0/100%.

O fraccionamento resultou em 19 fracgdes que foram analisadas por cromatogréfia de
camada fina(TLC) no sistema de solvente n-Hexano /Acetato de etilo (7:3), onde verificou-
se que:

As fracgdes 1-5 ndo apresentaram nenhuma mancha.

As fracgdes 6-7 apresentam trés manchas comuns, duas bem visiveis; a primeira de cor
amarela na UV a 366nm e quando revelada com Vanilina/dcido sulfurico passa para a cor
alaranjada que com tempo passa para violeta; ¢ a outra de cor vermelha na UV a 366 nm e
quando revelada com Vanilina/ dcido sulfirico passa para a cor verde claro € outra mancha
que s6 € visivel na UV a 366 nm de cor azul fluorescente.

As fracgbes 8-9 apresentam quatro manchas semelhantes de cores amarela, castanha clara,
amarela e violeta pélida respectivamente em UV a 366nm e quando reveladas com

vanilina/dcido sulfirico mudam respectivamente para cores amarela palida, invisivel,
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alaranjada intensa que com tempo passa para violeta e violeta intensa ‘que desaparece

com tempo.

As fracgdes 10-15 apresentam uma complexidade de manchas semelhantes.

As fracgdes 16-17 apresentam duas manchas principais semelhantes dé cores verde ¢
amarela em UV a 366nm e quando reveladas com vanilina/ dcido sulfiirico passam para

cores amarela e azul-escuro respectivamente.

As fracgGes 18-19 apresentaram manchas semelhantes que ndo saiam do ponto de
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Figura 4. Cromatograma das fra¢es obtidas do fraccionamento do extrato bruto das cascas
de caule ( MPLC1).

Em fungdio da semelhan¢a das manchas, as frac¢des 6-7, 8-9,10-15,16-17 ¢ 18-9 foram
misturadas para uma purificag#o posterior.
Depois da concentragdo das fracgdes misturadas foi realizada uma nova cromatogréfia de

camada fina, no sistema de solventes n-Hexano/Acetato de etilo nas propor¢des (8:2).

TLC. 3. N-—Haxannf.a :—-Ac-a.tatu dra atlll.z-w Cascas

6-7 8-9 10-1S

Figura 5.Cromatograma das frac¢des agrupadas da MPLC.1

Na tentativa de isolar o composto correspondente a mancha principal de cor amarela em
UV a 366nm e que quando revelado com vanilina/dcido sulfirico passa para a cor

alaranjada intensa e que com tempo passa para a cor violeta das fracgdes 6-7 efectuou-se
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s¢ um novo fraccionamento em cromatografia liquida de media pressio(MPLC.2) da
fraccdio 6-7 que resultou em 35 fracgles que foram analisadas por cromatografia em
camada fina (TLC) usando o sistema de solventes n-Hexano/Acetato de etilo nas

proporgdes (7:3) tendo-se verificado que existem frac¢des com manchas semelhantes.

TLC.4 B ““‘N-Hexanqucetato dE Etilo (7:3) cascas

C G
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Figura.6. Cromatografia das fracgdes obtidas do fraccionamento da fracgdo 6-7 das cascas
de caule (MPLC.2)

Foram agrupadas em 6 fracges e apds a concentragdo das fracgdes agrupadas realizou se
uma cromatografia de camada fina usando o sistema de solventes n-hexano/Acetato de etilo
nas proporgdes (9:1) onde notou-se que:

As fracgdes 15-16 apresentam uma mancha de Rf = 0,48 apenas visivel em UV 366nm de
cor azul fluorescente.

A fracgdio 17 apresentou uma mancha de Rf = 0,31 de cor amarela em UV 366nm e quando
revelada com Vanilina / 4cido sulfiirico adquire uma cor alaranjada intensa que com tempo
passa para violeta.

As fracges 18-19 ;20 ; 21-22 apresentaram duas manchas semelhantes: Uma de Rf = 0,22
de cor vermelha em UV 366nm e quando revelada com Vanilina / 4cido sulfirico adquire
a cor verde e outra de Rf = 0,31 de cor amarela em UV 366nm e quando revelada com
Vanilina / 4cido sulfirico a adquire a cor a laranjada intensa que com tempo passa para
violeta com Rf de 0,31. ‘

A fracgdo 23-24 apresentou uma mancha de Rf = 0,22 cor vermelha em UV 366 nm e

quando revelada com Vanilina / 4cido sulfiirico passa para cor verde.
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Figura 7.Cromatograma das fracg¢des agrupadas da MPLC.2.
10.4.2 .Fraccionamento dos extractos cloroférmicos das raizes da kigelia africana.

Tendo em conta os procedimentos efectuados no fraccionamento das cascas de caule foi
feita uma TLCI segundo o ilustrado na figura 3, onde se verificou uma complexidade de
manchas. Deste modo o extracto bruto cloroférmico de raizes também foi submetido a
cromatografia liquida de média pressio (MPLC3) usando o sistema de solventes n-
Hexano/Acetato de etilo (v/v) nas proporgdes 100%; 95/5; 90/10; 85/15; 80/20; 75/25;
70/30; 50/50; 0/100%, que resultou em 25 fracgdes, que foram analisadas por
cromatografia em camada fina(TLC6) usando um sistema de solventes n-Hexano/Acetato
de etilo(7:3) e verificou-se o seguinte:

As fracgdes 1-5 ndo apresentaram nenhuma mancha.

As fracgles 6-12 apresentaram uma complexidade de manchas semelhantes. Nesta TLC
notou-se uma mancha principal de cor amarela em UV a 366nm e quando revelada com
vanilina/dcido sulfiirico passa para a cor alaranjada intensa e que com tempo passa para a
cor violeta.

As fracgOes 13-14 apresentaram vérias manchas semelhantes; embora ndo bem visiveis.

As fracgdes 15-16 apresentaram uma complexidade de manchas semelhantes.

As fracgdes 17-20 apresentaram também manchas semelhantes,
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Figura 8. Cromatograma das fracg0es obtidas por fraccionamento do extracto bruto das
raizes.

Em fungdo da semelhanga das manchas as fracgdes 6-12, 13-14, 15-16 ¢ 17- 20 foram
misturadas para uma purificagfo posterior.

Depois da concentragio das fracges misturadas foi realizada uma nova TLC7, no sistema
de solvente n-Hexano/Acetato de etilo na proporgio (7:3), e verificou-se que:

A mistura das fracgdes 6-12 apresentou cinco manchas separadas.

As fracgdes 13-14;15-16 e 17-20 apresentaram 5 manchas bem visiveis e outras ndo

visiveis que desaparecem com tempo.
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Figura 9.Cromatograma das fracg¢bes agrupadas da MPLC3.

Na tentativa de isolar o composto correspondente a mancha principal obtida da mistura das
fracgdes 6-12 efectuou-se um novo fraccionamento por cromatografia liquida de media
pressdo (MPLC) usando o sistema de solventes n-Hexano/Acetato de etilo nas proporgdes
usadas nos fraccionamentos anteriores e obteveram-se 47 frac¢bes que foram analisadas

por cromatografia em camada fina (TLC) no sistema de solventes n-Hexano/Acetato de
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etilo (7:3).
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Figura.10.Cromatograma das frac¢des obtidas do fraccionamento das fracgdes 6-12 das
raizes (MPLC4)

Foram agrupadas em 6 frac¢Ges segundo a semelhanga das manchas com Rf
aproximadamente iguais.

Depois da concentragdo das fracgdes misturadas foram analisadas por cromatografia em
camada fina (TLC) onde se verificou: :

As fracgbes 20-21 apresentaram uma mancha de Rf = 0,70 de cor azul fluorescente que ¢é
visivel somente em UV 366nm.

A fracg¢do 23 apresentou uma mancha de Rf = 0,52 de cor amarela em UV 366nm,
castanha em UV  254nm e quando revelada com vanilina/acido sulfirico torna-se
alaranjada intensa e com tempo passa para aAcor violeta.

As fracgdes 24;25-26 apresentaram cada uma delas duas manchas uma de Rf = 0,52 de cor
amarela em UV 366nm , castanha em UV 254nm e quando revelada com vanilina/4cido
sulfiirico torna-se alaranjada intensa e com tempo passa para violeta e outra de Rf = 0,69
de cor castanha clara em UV 366nm e quando revelada com vanilina/dcido sulfirico passa
para violeta.

As fracgdes 30-32 apresentaram uma mancha de Rf = 0,41 de cor amarela clara em UV
366nm e quando revelada com vanilina-4cido sulfirico a sua cor mantém.

A fracgfio 34-39 também apresentou uma mancha de Rf = 0,31 de cor amarela palida em

UV 366nm e quando revelada a cor mantém.
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Figura 11.Cromatograma das fracgdes agrupadas da MPLC4.

Para comprovar a presenga de naftoquinonas fez-se uma cromatografia de camada fina que
foi revelada por hidréxido de potassio em 10% de etanol que é o revelador especifico,
tendo-se observado as seguintes cores:

No extracto bruto de cascas de ca_ule observou-se 7 manchas de cores castariha, verde,

amarela palida, amarela clara, amarela, azul florescente e vermelha em UV 366 nm e
quando reveladas com hidréxido de potassio em 10% de etanol as cores passam de
castanha para castanha escura, de verde para azul, amarela palida mantém-se, amarela clara
passa para amarela, amarela passa para alaranjada intensa que com tempo passa para
violeta, azul fluorescente mantém-se e somente visivel em UV 366 nm e vermelha passa
para castanha p4lida(quase invisivel).

O extracto bruto de raizes apresenta 6 manchas de cores castanha, verde, amarela pélida,
amarela clara, amarela, azul florescente em UV 366 nm e quando reveladas com hidrdéxido
de potéssio em 10% de etanol as cores passam de castanha para castanha escura, de verde
para azul, amarela palida mantém-se, amarela clara passa para amarela, amarela passa para
alaranjada intensa que com tempo passa para violeta e azul fluorescente mantém-se e
somente visivel em UV 366 nm .

As manchas de cores amarela palida, amarela ¢ alaranjada que com tempo passa para

violeta, sdo as que correspondem as cores da naftoquinonas.
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Figura 12. Cromatograma dos extractos brutos de cascas de caule ¢ raizes reveladas por

KOH a 10% de etanol.

Também fez-se uma andlise por cromatografia de camada fina comparativa das fracgdes

15-16, 17 das cascas de caule e das fracgdes 20-21, 23 das raizes.

TLC. N-Hexano 8 : Acetato de Etll 2.

O

O

-~

15-16
Cascas

20-21
Raizes

17
Cascas Ralzes

Figura 13. Cromatograma comparativa das fracgdes 15-16,17 de cascas de caule e fracgdes
20-21, 23 de raizes.

A reacgdo da fracgdo 17 das cascas de caule e da fracgdio 23 das raizes com uma solugdo

aquosa de hidréxido de sddio procedeu-se da seguinte forma: Adicionou-se 5 gotas de

solugdo de hidroxido de sédio num frasco contendo a fracgdo 17 das cascas de caule € no

outro frasco contendo a fracgdo 23 das raizes onde verificou-se a cor vermelha brilhante em

todos frascos.
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10.5. Andlise das fracgdes isoladas por espectroscopia de ultravioleta e visivel (uv-vis).

Algumas frac¢des isoladas das cascas de caule e raizes foram submetidas a andlise por
espectroscopia na regido do Ultravioleta e Visivel (UV-Vis) na tentativa de confirmar se os
comprimentos de onda eram préximos dos compostos isolados das cascas de caule e raizes

encontrados na Literatura e obteve-se os seguintes resultados:
*+ Para o solvente metanol observou-se Ams = 199 nm — vide anexo -1 .
% Para a fracglio 15-16 de cascas de caule observou-se Apsx =221 nme
Amax= 267 nm (MeOH,) — vide anexo - 11 . '
%+ Paraa fracgfio 17 de cascas de caule observou-seAms = 282 nm (MeOH)
- vide anexo - IIL

<+ Para a fracgdio 23-24 de cascas de caule observou-se Amg = 221 nm (MeOH) —

vide anexo - IV.

% Para a fracgdo 20-21 das raizes observou-seAqg= 214nm e Ags =267 nm (MeOH )

—vide anexo - V.

» Para a fracg#io 23 das raizes observou-se Amsx =211 nm € Apax = 249 nm (MeOH)

— vide anexo -VL.

% Para a fracgdo 30-32 das raizes observou-se Ams = 208 nm € Amax = 274 nm

(MeOH) — vide anexo -VIL

Neste caso usou-se o espectrometro CARRY 100 para determinar os comprimentos de

onda maximo de absorgio das frac¢des.
10.6. Espectroscopia de massa de algumas fracgdes isoladas nas raizes.

Algumas fracgdes isoladas nas raizes foram submetidas a analise por espectroscopia de
massa na tentativa de confirmar as suas estruturas, tendo usado o espectrémetro

GCMS- QP5000 e obteve-se os seguintes resultados:

Para a frac¢do 23 das raizes o espectro de massa confirmou que é a naftoquinona

Kigelinona, pois o espectro apresenta um pico basico m/e = 43(100%) que corresponde

| Tendai Sairosse Mujanje _ - 38 -




I Naftoquinonas da Kigelia Africana Trabaltho de Licenciatura - UEM
a fragmentagdo CH,-C= O (vide anexo.VIIL) € o pico a m/e = 257 correspondente a

[M-HJ".

Para a fracg8o 30-32 o espectro de massa confirmou que € a naftoquinona Isopinnatal,
pois O espectro apresenta um pico bdsico m/fe = 290(100%) que corresponde a

fragmentagdo [M-H»0]"(ver esquema de fragmentagio do Isopinnatal no anexo. X )

Para a fracg¢dio 34-39 o espectro de massa mostrou um pico bdsico m/e = 41%(100%),

mais ndo foi possivel determinar a sua estrutura.

11.DISCUSSAO DOS RESULTADOS

No presente trabalho num ensaio preliminar usou-se as duas técnicas de extracgio:
maceragdo e Soxhlet no dmbito de escolher a técnica mais eficiente a usar. A
extracgdo por soxhlet revelou-se a mais eficiente € o solvente Cloroférmio foi
escolhido para extracg¢io pois € um dos solventes aconselhados na Literatura para
extrair naftoquinonas das plantas.

Segundo os resultados do estudo preliminar realizado sobre pequenas quantidades
de pé de raizes e de cascas de caule de Kigelia Africana mostraram que a
composi¢do fitoquimica é a mesma nos extractos brutos cloroférmicos obtidos por
Macerag#o e por Soxhlet.

Quanto a comparag3o dos extractos brutos das cascas de caule e das raizes notou-se
que a maioria das manchas sdo semeihantes no que concerne aos R¢ e coloragdo.
Notou-se na cromatografia em camada fina uma mancha de R = 0,80 no sistema de
solvente n-Hexano/ Acetato de etilo (7:3) de cor vermetha em UV 366 nm que
quando revelada com Vanilina/Acido sulfurico torna-se verde e quando revelada
com solugdo aquosa de KOH em 10% de Etanol torna-se quase invisivel, Esta
mancha ndo € presente nos extractos de raizes, s6 € presente nos extracto de cascas
de caule. Este composto foi isolado e analisado por Espectroscopia de UV-Vis e
tendo obtido o comprimento de onda méximo de absor¢3o que € Anw = 221 nm
(MeOH).A caracteristica cromatografica e o valor do comprimento de onda na UV-
Vis mostra que ndo ¢ uma naftoquinona.

» Os resultados experimentais segundo anélise por cromatografia em camada fina (R¢
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¢ cor das manchas) e anélise por espectroscopia de UV-Vis confirmam a presenga

de naftoquinonas quer nas cascas de caule, quer nas raizes.

Na cromatografia em camada fina (TLC1) aparece manchas de cor amarela,
alaranjado e violeta cujos Ry variam de 0.20 até 0,75 no sistema de solvente n-
Hexano /Acetato de etilo(7:3) que sio as cores e R de naftoquinonas segundo a
literatura [4][7]16].

Na cromatografia de camada fina foram usados como reveladores além da Liampada
UV a 254 nm e a 366 nm a Vanilina/Acido sulfirico e a solugo aquosa de KOH
em 10% de Etanol. Assim das frac¢des isoladas das cascas de caule e das raizes a
fraccdo 17 de cascas de caule, as fracgdes 23, 30-32 e 34-39 das raizes
apresentaram as caracteristicas das naftoquinonas. A andlise por espectroscopia de
UV-Vis destas fracgdes confirmam que sfio naftoquinonas pois tem comprimentos
de onda de absor¢do méxima que varia de 249 nm até 310 nm conforme o
recomendado na literatura [4][7][16].

A reacglio do Lapachol com uma solugdo aquosa de NaOH forma o sal sédico do
Lapachol com uma coloragdo vermelha brilhante como mostra esquema 8,

As fracgdes 17 das casca de caule e 23 das raizes foram submetidas a reacgfio com
solugdo aquosa de NaOH e observou-se a cor vermelha brilhante, o que pode deixar
pensar que temos Lapachol; mas a anélise por UV-Vis da fracgdio 23 das raizes
mostrou o comprimento de onda mdximo de absor¢io Amsx = 249 nm que €
ligeiramente diferente do valor te6rico do Lapachol (Ams = 251,278 ¢ 310 nm) e a
espectroscopia de massa da frac¢fio 23 das raizes ndo confirmam que seja o
lapachol porque o pico de base {m/e = 43 (100%)} ndo corrésponde ao pico
reportado na literatura, onde o pico basico do Lapachol € m/e = 227 (100%).

A frac¢do 23 de cascas de caule representa uma sobreposicdo de duas manchas. A
GC-MS confirma que um dos dois produtos ¢ a Kigelinona que possui o fragmento
com m/e = [M-H]" = 257 e o pico bésico m/e = 43 que corresponde a fragmentagio
CH;- C=0". Este valor corresponde com o valor tedrico dado na literatura.

N&o se conseguiu determinar o espectro de massa da fracgdo 17 das cascas de caule
pois as quantidades eram muito poucas; mas determinou-se seu comprimento de
onda maximo Amsx = 282 nm na UV-Vis que ¢ diferente do obtido na fracgdo 23 das
raizes, 0 que pode deixar pensar que sdo produtos diferentes, mesmo se
aparentemente apresentam manchas semelhantes na cromatografia em camada fina.

» A cor vermelha brilhante observada na reacgo com solugdo aquosa de NaOH pode
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ser obtida no caso da fracgio 23 das raizes pela formagdo do sal sédico da

Kigelinona porque também contém o grupo hidroxilo fendlico que pode reagir
dando o sal sédico da Kigelinona como mostra a reacgo.

+
HO Q Na o

0 o
Kigelinona Sal s6dico da Kigelinona

» A fracglio 30-32 que de acordo com os dados cromatogréficos é uma naftoquinona,
0 seu espectro de massa mostra um pico basico m/e = 290 que corresponde a [M-

H;0]" =290 (100%) que é o pico basico do Isopinnatal,

: 0 CH;
OH
HO O“
O CH;
Isopinnatal

> A fracgio 34-39 das raizes também com caracteristicas cromatograficas de
naftoquinonas, o seu espectro de massa mostrou o pico bsico m/e = 41 (100%) e
ndo se conseguiu determinar a sua estrutura.
A fracgdo 15-16 das cascas de caule apresenta as mesmas caracteristicas
cromatograficas com a fracgio 20-21 das raizes € sendo visivel somente na UV a
366 nm. Esta mancha é de cor azul fluorescente na espectroscopia de UV-Vis
apresentando o comprimento de onda Amsx =267 nm € ndo se conseguiu determinar
a sua estrutura e também esta fracg@io ndo possui caracteristicas cromatograficas das

naftoquinona.

12.CONCLUSAO E RECOMENDACOES.
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12.1. Conclusdes

Os resultados do ensaio preliminar sobre pequenas quantidades de pé de raizes e
de cascas de caule revelaram que a composigo fitoquimica é a mesma nos
extractos brutos cloroférmicos obtidos por macerag@o e por Soxhlet.

A composigdo fitoquimica dos extractos brutos cloroférmicos das cascas de
caule € quase semelhante A dos extractos brutos das raizes.

Um composto de Ry = 0,80 (Hexano/Acetato de etilo 8:2) de cor vermelha em
UV a 366 nm ¢ verde quando revelado com Vanilina/acido sulfiirico, foi isolado
nas cascas de caule e no existe nos extracto das raizes.

As anilises efectuadas por cromatografia de camada fina confirmam a
existéncia de naftoquinonas nas cascas de caule e nas raizes. Assim a fracgio 17
das cascas de caule, as fracgdes 23, 30-32 e 34-39 de raizes apresentam
caracteristicas cromatograficas de naftoquinonas (R de 0,20 —~ 0,75 (Hexano
/Acetato de etilo) e cores amarela, alaranjada ou Violeta.

As andlise por espectroscopia de UV-Vis vem completar os dados
cromatograficos na confirmagdo da presenca de naftoquinonas nos extractos
cloroférmicos de cascas de caule e de rafzes de Kigelia Africana.

Assim a fracgdo 17 de cascas de caule, as fracgdes 23, 30-32 e 34-39 das raizes
apresentam um comprimento de onda no intervalo de 249 nm a 310 nm que é
caracteristico das naftoquinonas.

A andlise por espectroscopia de massa permitiu identificar a naftoquinona

Kigelinona na fracgdo 23 e a naftoquinona Isopinnatal na fracgéo 30-32.
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12.2. Recomendagdes

v" Globalmente recomenda-se ao Departamento de Quimica estudos nesta 4rea de
analise de plantas, em particular as medicinais da familia Bignoniaceae usadas
por praticantes da medicina tradicional. No em tanto as condi¢les técnicas para
a identificagdo, isolamento, determinagdo das estruturas quimicas e da
actividade bioldgica devem ser melhoradas.

Recomenda-se que se fagam testes para confirmar o grau de eficiéncia e grau
de toxidade dos compostos isolados na planta Kigelia Africana,
Recomenda-se também que em pesquisa desta natureza, a utilizagdo de maior

quantidade de amostra para obter maior quantidade do extracto bruto,
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ANEXOS

ANEXO-I: Espectro do solvente MeOH

Scan Report Wed 18 Apr 09:11:35 AM 2007

Batch:
Software version: 01.00(6)
Operator: dr Monjane

400 500
Wa:dengm (nm)

Graph 1 - Solverte: MaGH

Sample Name: Solvente: MeOH

Wavelength (nm) Abs

199.0 2.5915
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ANEXO-II: Espectro da fracgfio 15-16 das cascas de caule

250 350

[ 1 . | 3
Graph 9 - Cascas 15_16 X: 3475164, Y: 0.2461538]

Sample Name: 15 -16 cascas de caule

Wavelength (nm)  Abs

267.00 0.6069
221.0 0.9919

ANEXO-HI: Espectro da fracgdo 17 das Cascas de caule.

Sample Name: 17 cascas de caule

Wavelength (nm) Abs

282.00 0.6069
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ANEXO-1V: Espectros da fracgdo 23-24 de Cascas de caule.

Sample Name: 23 - 24

Wavelength (nm)  Abs

221.00 0.5916

ANEXO-V: Espectro da frac¢do 20-21 das raizes.

L Li

250 400 450

| | . '
[ Graph 9 - 2021 _1 _X:432.144,:0.4970263 |

Sample Name: 20 - 21
Wavelength (nm) Abs

267.00 0.6069
214.00 1.1419
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ANEXO-VI: Espectro da frac¢@o 23 das raizes.

Sample Name; 23 1

Wavelength (nm) Abs

249.00 1.3786
214.0 1.2999

ANEXO-VI: Espectro da fracgdo 30-32 das raizes

250 300 30 400 450
Wav!

L .ﬁengh (nm) o

{ Gragh7-30_32_1 X 4177722, ¥: 00452094

Sample Name: 30 - 32

Wavelength (nm) Abs

274.00 1.2363
208.00 1.1989
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ANEXO.VIIL Espectro de massa da fraccio 23 das raizes
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ANEXO.IX. Esquema de fragmentagio da Kigelinona.

Trabalho de Licenciatura-UEM,
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ANEXO.X. Espectro de massa da frac¢iio 30-32 das raizes

Scan# 18/3
Mass Peak # : 245 Ret. Time : 7.287
Base Peak :29020( 623671)
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ANEXO.XI. Esquema de fragmentagio do Isopinnatal.
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ANEXO.XIL Espectro de massa da fraccio 34-39 das raizes.

Scan # 224 114569195
n :

Mass Peak #: 196 Ret. Time : 1.868
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