AP\

UNIVERSIDADE
EDUARDO
MONDLANE

Faculdade de Ciéncias
Departamento de Quimica

Mestrado em Quimica e Processamento de Recursos Locais

Analise das classes de substancias quimicas responsaveis pela actividade

antibacteriana da planta Sesamum alatum através do rastreio fitoquimico

Autora:

Benedita Paula Custddio Bila




D¢/
AP\

UNIVERSIDADE
EDUARDO
MONDLANE

Faculdade de Ciéncias
Departamento de Quimica

Mestrado em Quimica e Processamento de Recursos Locais

Trabalho de culminagao dos estudos
(Edigao por investigacao)

Analise das classes de substancias quimicas responsaveis pela actividade antibacteriana

da planta Sesamum alatum através do rastreio fitoquimico.

Autora: Supervisor:

Benedita Paula Custddio Bila Prof. Doutor Julido Monjane
Co-Supervisores:
Prof. Doutor José Sumbana

Prof. Doutora Valera Dias

Maputo

2026



Agradecimentos

Agradego a Deus que nunca me deixou andar sozinha e deu-me forgas para viver esta

experiéncia sem igual.
Agradeco a todos os que directa ou indirectamente contribuiram para o culminar desta etapa.
Ao Departamento do curso por aceitar me na edi¢do do mestrado por investigagao.

Ao meu supervisor Prof. Doutor Julido Monjane, pelo apoio, dedicagdo e incentivo em

momentos de incertezas e tornou possivel a conclusio da dissertagao.

Ao Departamento de Biologia e aos meus co-supervisores Prof. Doutor Sumbana e Prof.

Doutora Valera Dias, dra. Esménia e Vania pela disponibilidade e aprendizado.

Aos meus colegas do curso pelo tempo e experiéncias partilhados e ajuda prestada nas

analises em outras faculdades.
A minha colega e amiga Bina pela companhia e forga.

Aos meus pais Custodio Bila e Paciéncia Mausse, pelo carinho e incentivo a seguir a

academia em todo 0 momento.
Aos meus irmaos: Judite, Agnaldo, Heliodoro, Nilsa e Mitold pela forca e encorajamento.
As minhas filhas Malica e Tamara, por terem suportado a minha auséncia durante a formagao.

Ao Instituto de Bolsas de Mogambique, pelo financiamento para o pagamento de propinas

referentes ao curso.

Muito Obrigada!



Declaracido de Honra

Eu, Benedita Paula Custédio Bila, declaro, por minha honra que o presente trabalho
académico foi desenvolvido por mim propria, enquanto mestranda no curso de Quimica e
Processamento de Recursos Locais, edigdo por investigagdo, recorrendo a fontes e normas
indicadas pela instituigdo e as fontes e literatura usadas para a sua elaboragdo estdo

devidamente citadas ao longo do texto e na bibliografia final.

Declaro ainda que o trabalho nunca foi apresentado em outra institui¢do para a obtencdo de

qualquer grau académico.

Maputo / /2026

Benedita Paula Custddio Bila



Dedicatoria

Dedico este trabalho a minha avd, mentora da frase que se pode traduzir em “Ide a escola
aprender o feitico dos brancos de falar com o papel.” Fez de tudo para que os seus
descendentes falassem com o papel, mesmo sem saber ler nem escrever, sabia que a planta

que hoje eu pesquiso tem alguma actividade.

Inkomu Magambu!



Resumo

Um levantamento teorico sobre o uso da planta Sesamum alatum, composi¢cdo quimica ¢ a
aplicacao desta na fitoterapia. Revelou ainda que existe pouca informagado acerca da mesma,
no entanto, esta ¢ utilizada pelas comunidades como planta medicinal para o tratamento de

feridas.

O presente estudo teve como objectivo avaliar a actividade antibacteriana de S. alatum em
bactérias (chamados de isolados) por detrds da cicatrizacdo de feridas, nomeadamente:
Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Escherichia coli sensivel e E. coli

multirresistente.

Os extractos brutos das folhas e sementes obtidos a partir da maceragdo usando os solventes
etanol e agua, seguida de separagdo liquido-liquido com solventes organicos de polaridade
crescente Hexano, diclorometano e acetato de etilo. Os extractos e as fracgdes foram
submetidos a ensaios antibacterianos em isolados padronizados, usando o método de difusao

em disco, assim como se realizaram os testes fitoquimicos das fracgdes.

O resultado da pesquisa qualitativa da planta revela uma actividade antibacteriana
consideravel nos extractos brutos, nas folhas e sementes para isolados sensiveis e resistentes.
Os testes fitoquimicos demonstram a existéncia de flavondides, alcaldides, glicosideos e
terpenos na fraccdo de DCM do extracto aquoso das folhas, que podem ser considerados

como sendo responsaveis pela inibi¢do de S. aureus e E. coli sensivel.

A pesquisa comprovou experimentalmente o motivo do uso da S. alatum como planta
medicinal pela comunidade, no tratamento de feridas e que pode ser uma linha de pesquisa

para a busca de novos medicamentos para o combate as bactérias multirresistentes.

Palavras-chave: S. alatum, actividade antibacteriana, rastreio fitoquimico.



Abstract

A Literature survey on the use of the Sesamum alatum plant, chemical composition and its
application in phytotherapy, showed that there is very little information about it, however, it

is used by communities as a medicinal plant for the treatment of wounds.

The present study aimed to evaluate the antibacterial activity of S. alatum in bacteria (called
isolates) that promote wound healing, namely: Staphylococcus aureus, Pseudomonas

aeruginosa, sensitive Escherichia coli and multi-resistant E. coli.

The crude extracts of leaves and seeds obtained from maceration using the solvents ethanol
and water, followed by liquid-liquid separation with organic solvents of increasing polarity
Hexane, dichloromethane and ethyl acetate. The extracts and fractions were subjected to
antibacterial assays on standardized isolates, using the disk diffusion method, as well as

phytochemical tests of the fractions.

The result of the qualitative research of the plant shows considerable antibacterial activity in

the crude extracts in the leaves and seeds for sensitive and resistant isolates.

Phytochemical tests show the existence of flavonoids, alkaloids, glycosides and terpenes in
the DCM fraction of the aqueous extract of the leaves, which can be considered to be

responsible for the inhibition of S. aureus and sensitive E. coli.

This research experimentally proved the reason for the use of S. alatum as a medicinal plant
by the community, in the treatment of wounds and that it can be a line of research for the

search for new medicines to combat multi-resistant bacteria.

Keywords: S. alatum, antibacterial activity, phytochemical screening.
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1. INTRODUCAO

Desde os tempos remotos, o Homem tem usado plantas no tratamento de varias enfermidades,
através de um conhecimento adquirido com base na observagao e ¢ transmitido de geracdo para

geracdo, sendo uma das mais antigas formas de tratamento na pratica médica.

A maioria da populagdo africana ndo apenas depende das plantas, como também confia no uso de
remédios tradicionais, bem como nos servigos prestados pelos praticantes (Bandeira ef al., 2001;

Rocha et al., 2021).

Desde os finais do século XVI, plantas de uso comum, os “ remédios da terra” como o 6leo de
coco (Cocos nucifera) e o de ricino (Riccinus communis) e as raizes de abutua (Cissampelos
parreiras) e de calumba (Jateorhiza palmata) tem sua eficacia comprovada no tratamento de

feridas, diarreia e problemas gastrointestinais (Saraiva et al., 2014).

Estudos realizados em extractos de plantas para o efeito de cicatrizagdo destacam a Calendula
officinales, Aloe vera e Anacardium occidentale como as mais estudadas mundialmente, com
eficacia comprovada mesmo em pacientes com doengas cronicas, particularmente as diabetes

(Piriz et al., 2018).

Além das diabetes, o outro factor que influencia na cicatrizagdo das feridas sao as bactérias. A
limpeza no local da lesdo com agua corrente ¢ um passo fundamental para evitar a infec¢do por
bactérias. Conforme recomendava Hipdcrates, pai da medicina, as feridas deveriam ser limpas

com vinho, vinagre ou 4gua morna (Tazima et al., 2008).

Em Mocambique, as plantas medicinais constituem um valioso instrumento na medicina
tradicional, sendo largamente utilizadas nas zonas rurais como principal fonte de medicamentos
para os cuidados de satde primarios. O seu valor sociocultural ¢ inesgotdvel e o potencial
comercial ¢ vastamente desconhecido. Num universo estimado em 5500 espécies de plantas,
apenas 15% dos recursos genéticos vegetais sdo usados pelas comunidades rurais para fins

medicinais (Bandeira et al., 2001; Bruschi et al., 2014; Bruschi ef al., 2011).



Pelo facto de existirem, no mercado mogambicano, plantas medicinas, muito delas t€ém sido
usadas sem conhecimento cientifico das suas propriedades terapéuticas, o que pode levar a
efeitos secundarios, dai a necessidade de se desenvolverem estudos sobre a planta Sesamum

alatum.

O presente trabalho teve como objectivos avaliar a actividade antibacteriana de extractos brutos e
de fracgdes preparadas a partir das folhas e sementes bem como o rastreio fitoquimico preliminar

da frac¢do mais activa da planta Sesamum alatum.

1.1 Problematizacao

A aquisicdo do conhecimento sobre o uso das plantas ¢ transmitida de forma oral de pais para
filhos, pessoas mais velhas e por convivio do quotidiano. As plantas s3o biodegradaveis, de facil

acesso, 0 que constituem vantagens para 0s usuarios.

Segundo o conhecimento tradicional, a planta S. alatum tem sido usada no tratamento de feridas
por varias comunidades mogambicanas. Entretanto, o conhecimento da sua acgdo ¢
cientificamente desconhecido em Mog¢ambique. Assim sendo, ha a necessidade de se pesquisar
sobre esta planta com vista a avaliar a sua actividade antibacteriana e identificar os metabolitos
secundarios presentes nos seus extractos de modo a confirmar os seus usos na medicina

tradicional.

1.2 Justificativa

O conhecimento sobre as propriedades das plantas e seu uso é a base de muitos sistemas de
saude tradicional e tem contribuido para a descoberta de principios activos € no desenvolvimento
de farmacos. No entanto, a utilizagdo do conhecimento situacional das plantas deve ser
acompanhado de estudos cientificos para massificar a sua aplicagdo assim como prevenir o

impacto dos efeitos colaterais dos mesmos, pois a maioria destas ndo ¢ usada obedecendo



dosagens padronizadas e, por vezes, ndo se conhecem os efeitos do uso a longo prazo, ou seja,

nem todas plantas que o Homem usa tém poder curativo.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS) cerca de 80% da populacdo africana usa a
medicina tradicional para suprir suas necessidades de satide (Cragg & Newman, 2005; Newman

& Cragg, 2016; Newman, & Cragg, 2007).

Mogambique ¢ um importante repositorio de diversidade vegetal, albergando cerca de 5.500
espécies de plantas. Estima-se que cerca de 800 destas sdo utilizadas para fins medicinais. No
que diz respeito ao uso de plantas, Mocambique possui uma flora muito rica em termos de

espécies de plantas, contudo, pouco exploradas medicinalmente (Bandeira et al., 2001).

A investigacdo sobre o uso das plantas medicinais em Mogambique tem estado a aumentar, em
muitos casos em colabora¢dao com Universidade estrangeiras (Monjane ef al., 2018; Monjane et
al., 2020; Pagula & Baeckstrom, 2006; Pagula et al., 2000; Ramalhete ef al., 2008; Ramalhete et
al., 2009; Ramalhete et al., 2016), s6 para citar alguns exemplos. Assim sendo, este estudo visa
acompanhar as resolucdes da OMS, no sentido de optimizar o uso da medicina tradicional e

promover a investigagcdo sobre plantas medicinais.

A escolha da planta S. alatum visa resolver um problema de saude publica, partindo de uma
experiéncia pessoal de aplicacao do extracto da mesma num ferimento aquando de uma visita a
provincia de Gaza, distrito de Manjacaze, localidade de Machulane, na aldeia de Mahuntsane,
que dista ha cerca de 17 quilémetros do centro de satide mais proximo e para chamar a atengao a

profissionais de saude e a comunidade em geral acerca do uso desta planta.



1.3 Objectivos

1.3.1 Objectivo Geral

Avaliar a actividade antibacteriana dos extractos preparados a partir das folhas e sementes da

planta S. alatum, usando o método de difusdo em Agar.

1.3.2 Objectivos Especificos

e Avaliar a actividade antibacteriana dos extractos brutos das folhas e sementes da planta S.
alatum,

e Fraccionar o extracto que teve resultado positivo na actividade antibacteriana com base
na extrac¢do liquido-liquido;

e Auvaliar a actividade antibacteriana das frac¢des obtidas;

e Determinar os metabolitos secundarios presentes nas fracgdes que tiveram resultado

positivo na actividade antibacteriana.

1.4 Perguntas de Pesquisa

1. Quais sdo as propriedades medicinais da planta S. alatum?

2. Sera o extracto das folhas da planta S. alatum mais activo na eliminacdo de bactérias do
que o extracto das sementes da mesma?

3. O extracto das folhas possui ac¢do inibidora no desenvolvimento das bactérias Gram

negativas que as positivas?



1.5 Hipoteses

H1=0: A S. alatum nao tem propriedades medicinais.

HI1+#0: A S. alatum tem propriedades de cicatrizagdo, anti-inflamatdria e desinfectantes.

H2=0: Os extractos das folhas e sementes de S. alatum nao tém accao na eliminagao de bactérias.

H2+#0: O extracto das sementes da S. alatum € mais activo na eliminagdo de bactérias do que o

das folhas.

H3+#0: O extracto de folhas inibe o desenvolvimento da Pseudomonas aeruginosa mas, nao inibe

alk. coli

H3=0: O extracto de folhas inibe o desenvolvimento de todas as bactérias em estudo.

1.6 Ambito/Parametros da Pesquisa

A investigagdo enquadra - se na linha de pesquisa de Produtos naturais da Faculdade de Ciéncias,

Departamento de Quimica. A mesma limitar-se-4 nos seguintes pontos:

v
v

Extragdo e testagem dos extractos brutos obtidos da agua e solucdo Hidroalcoolica a 70%;
Fraccionamento do extracto com ac¢do antibacteriana;

Ensaio antibacteriano em Staphylococcus aureus ATCC 25923, Pseudomonas
aeruginosa, E. coli ATCC 25922 sensivel e. coli multirresistente;

Determinagao dos metabolitos secundarios.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. Plantas medicinais



A utilizagdo de produtos naturais na promog¢ao ¢ manutencao da saide acompanha a histéria da
humanidade. Varios registos de utilizagdo de plantas pelas civilizagdes antigas como chinesa,

grega, egipcia entre outras sdo datados de 460-377 A. C. (Tomazzoni et al., 2000).

A planta ¢ classificada como medicinal quando nela sdo encontradas substancias que permitem a
cura ou tratamento de doengas no Homem. Essas substancias variam de uma espécie para outra

normalmente, tem a fun¢do de defesa e atragdo de polinizadores.

A OMS considera planta medicinal como sendo todo e qualquer vegetal que possui, num ou mais
orgdos, substincias que podem ser utilizadas com fins terapéuticos ou que sejam percursoras de

farmacos semissintéticos (Newman & Cragg, 2016).

As plantas medicinais, normalmente, sdo obtidas nas matas, vendidas em mercados e feiras. A
utilizagdo ¢ feita por indicacdo de amigos e familiares que convivem com a natureza ou que
tenham experiéncia de uso com sucesso. Nestas, podem ser usadas a raiz, o caule, a folha, a flor
e o fruto, em forma de produtos frescos ou secos, dependendo da espécie. O modo de preparacao

também varia de uma espécie para outra e de pessoa para pessoa (Piriz et al., 2018).

Para os colectores e vendedores, as plantas medicinais constituem fonte de renda e servem para
prestar os primeiros cuidados de saude, no entanto, na maioria dos casos, sem conhecimento

cientifico sobre as suas propriedades terapéuticas.

Nos paises em desenvolvimento como Mogambique, de clima tropical e uma flora rica, apenas
uma pequena parte € conhecida e usada como planta medicinal. A partir destas, foram feitos
estudos isolados e sintetizados principios activos que fazem parte dos farmacos dos paises

industrializados (Conde et al., 2014).

Actualmente, estdo a ser desenvolvidos varios estudos que procuram comprovar a eficacia de
certas espécies de plantas medicinais, caracterizar os principios activos, avaliar a ac¢ao destes no

organismo humano e a dosagem segura.

2.2 Descricao do objecto de estudo



2.2.1 Ocorréncia

A familia Pedaliaceae compreende 16 géneros, com aproximadamente 85 espécies tropicais
espontaneas e algumas de clima arido, sendo a maioria ervas ou arbustos e a S. indicum ¢é a
espécie cultivada. S. indicum (Figura 1) pertence a mesma familia de S. alatum, fazem parte

desta familia 36 espécies, na maioria silvestre sendo S. indicum a espécie mais conhecida, a fonte

principal de gergelim comercial.

S. alatum é largamente distribuido pela Africa tropical, ocorre em regides humidas e por vezes
desenvolve em valas com solos arenosos, préximo dos rios e nos campos de cultivo de S.
indicum. A S. alatum, nome vernacular "ximangangana" em Xironga, ¢ uma planta anual com 30
- 100 cm de altura, apresenta flores pardas, cor-de-rosa, folhas inferiores com 3 - 5 lobos, fruto

do tipo capsular, com sementes muito pequenas, desenvolve-se em solos perturbados, por vezes

perto de aguas sendo, de origem tropical ou na Africa (Alege et al., 2011).

2.2.2 Taxonomia

Reino Plantae

Filo Magnoliophyta

Classe Magnoliopsida

Ordem Lamiales

Familia Pedaliaceae

Género Sesamum

Espécie Alatum Figura 1. S. alatum

2.2.3 Composicao quimica de S. alatum

As sementes das plantas de género Sesame sdo ricas em acidos gordos insaturados (oleico e

linoleico), contendo ainda lignanas (Sesamina e Sesamolina, Figura 3) com propriedades




antioxidantes, flavonoides, 2-episesalatina, cuja estrutura estd apresentada na Figura 2 (Nzikou et

al., 2009; Wang et al., 2013).

OH

Figura 2. Formula estrutural de 2 - episesalatina

De S. alatum foram isoladas 3 novas saponinas na parte aérea alatosideo A-C, verbacosideo, 2
derivados de ciclohexiletanol (rengiol e isorengiol). O 6leo de gergelim apresenta altos teores de
acidos gordos polinsaturados, no entanto, a estabilidade oxidativa do 6leo ¢ elevada, em virtude
da presenca de lignanas, Sesamina e Sesamolina ¢ de seus produtos de degradacdo, que sdo
potentes antioxidantes, ajudam a combater os danos causados pelos radicais livres, substancias
quimicas instaveis que podem contribuir para o envelhecimento e diversas doengas (Antoniassi

et al., 2013).

/\o

Sesamina Sesamolina

Figura 3. Formula estrutural de Sesamina e Sesamolina

Sesamina ¢ considerada responsavel por inimeros beneficios na salide humana. Estes agem
como anti-cancerigeno, anti-hipertensivo, anti-oxidante, anti-inflamatério e reduz o colesterol

(Hata et al., 2010).



A sesamolina deriva da sesamina, mas possui uma ligacao dupla em um dos aneis fenolicos,
formando um anel de éster dentro da molécula o que contribui nas actividades bioldgicas da

substancias diferentemente da sesamina.

O Sesamol (3,4 metilenodioxi-fenol) ¢ um composto natural organico que se encontra no 6leo de
Sesame, caracteriza-se como sendo um solido cristalino, branco, derivado de fenol, ¢ pouco
soluvel em agua, mas miscivel na maioria dos Oleos. Apresenta também propriedades anti-

fungicas.

2.3. Propriedades Medicinais

A planta S. alatum possui as seguintes propriedades medicinais: as folhas e as sementes
fornecem protecao renal e possuem actividade antidiabética, os extractos etandlicos das folhas
possuem actividade antibacteriana, o extracto metandlico tem propriedades atenuantes contra

diabetes, o 6leo das sementes ¢ considerado afrodisiaco e antidiarreico (Cambaza, 2023).
2.4. Uso de plantas no tratamento de feridas

A pele como maior 6rgdo do corpo humano protege e previne o corpo contra choques térmicos e
invasdo por microrganismos. Porém, uma pequena abertura (lesdo) deste tecido ¢ suficiente para
a entrada de microrganismos que normalmente, habitam no corpo humano como a Escherichia
coli, Staphylococcus e causar infec¢des. No grupo das bactérias a Staphylococcus aureus lidera a
lista seguida de Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus epidermidis,
Klesbsiella ssp e por fim a Enterobacter sp.. De salientar que a Staphylococcus é comum em

todos os tipos de feridas.

O tratamento de infe¢des por bactérias com antibidticos da segunda linha tem-se registrado
ineficiente nos ultimos anos, devido ao fraco controlo do uso de antibidticos. Como
consequéncia, esta-se a observar o aumento da resisténcia dos isolados. A resisténcia a

antibidticos pode ocorrer tdo rapido quanto a sua eficacia, visto que em antibioticos comuns esta



¢ perdida num periodo de 5 anos, devido a mudancgas genéticas das bactérias tornando a situacao

critica.

O Staphylococcus, apesar de fazer parte do microbiota humana, constitui um desafio para o
sector da satude pois € o principal agente de infeccdo nos hospitais e na comunidade e desde a

década 60 tornou-se resistente a penicilina.

A resisténcia dos microrganismos exige com urgéncia formas alternativas para superar o
problema que dia pds dia tem estado a aumentar. As plantas medicinais sao vistas como a
alternativa devido a grande variedade de compostos quimicos com actividade antibacteriana e

outras.(Oliveira et al., 2016; Umamaheswara et al., 2014).

A Moringa oleifera L. possui estudos comprovados da sua eficiéncia no tratamento de diversas
enfermidades. Foram reportadas propriedades anti-inflamatorias, antibacterianas e antifungicas,
o que justifica a sua utilizagdo. As plantas como Anacardium occidentale L., Aloe vera L.
Calendula officinalis L. apresentam eficacia comprovada no tratamento de feridas, a informagao
sobre o poder e a composi¢do estd oficialmente divulgada, incluindo o modo de preparacdo e

contra-indica¢des (Bandeira et al., 2001; Bruschi et al., 2014).

2.5. Métodos de avaliacao antibacteriana

Os microrganismos sdo seres vivos microscopicos, unicelulares ou pluricelulares e eucariontes.
No ambiente natural os microrganismos encontram-se espalhados em diversos locais. Esta
caracteristica deve-se ao facto de poderem estabelecer relagdes entre si, parasitismo, quando se
fixam no hospedeiro e vivem a custa deste, simbioticas que estabelecem sinergias de diferentes
graus. Em alguns casos, estas sdo oportunistas podendo causar doengas dependendo do estado do

sistema imunoldgico do hospedeiro.

No entanto, para o hospedeiro desenvolver a doenga ¢ necessario que haja uma quantidade
consideravel de microrganismos capaz de invadir o sistema imunoldgico, sendo as bactérias,

fungos, virus e algas, responsaveis pelas infecgdes. Apesar de os microrganismos estarem em
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todos os locais, a higienizagdo do local de crescimento de microrganismo em meios de cultura, o
uso de agua destilada e a autoclavagem (121°C) sdo procedimentos indispensaveis para evitar
cultura de seres indesejaveis, comprometendo a satde e/ ou estudos seguintes como o caso do

estudo da actividade antibacteriana.

A actividade antibacteriana de extractos vegetais ¢ avaliada através da determinacdo de uma
pequena quantidade de substancia necessaria para inibir o crescimento do microrganismo - teste,
a Concentragdo Minima Inibidora (CMI). Os métodos de avaliagdo da actividade antibacteriana
mais comuns sao micro-dilui¢ao em caldo que incluem método de difusdao em disco e difusdo em

gradiente ou métodos de instrumentos automatizados.

O método de difusdo de agar ¢ o mais recomendado para laboratérios e para microrganismos de
crescimento rapido. Os discos s@o feitos em papel de filtro empregando com o antibacteriano em

concentracao baixa (Ostrosky et al., 2008).

A difus@o do antibacteriano forma um halo de inibi¢do do crescimento bacteriano cujo didmetro
¢ medido e interpretado. Este método revela-se vantajoso, por fornecer resultados faceis de

interpretar, assim como ¢ de facil execugao (Reller, 2009).

Os métodos automatizados sdo rapidos e dispendiosos e os manuais sdo flexiveis e econdomicos,
mas ambos fornecem resultados qualitativos quanto as sensibilidades, no entanto, para a
obtencdo de resultados com precisdo, requerem outros testes. Estudos com microrganismos
permitem afirmar que estes respondem de maneira diferente em relacdo as drogas antibidticas,
por isso realizam-se testes de sensibilidade. O teste ¢ indicado para qualquer microrganismo
capaz de produzir infec¢do que necessite de tratamento antibacteriano, se a sensibilidade nao
pode ser predita a partir do crescimento ¢ identificacdo do microrganismo (Jorgensen & Ferraro,

2009).

A sensibilidade classifica se do seguinte modo, quando uma infeccio de uma determinada
espécie ¢ tratada adequadamente com uma dose do agente microbiano significa que esta ¢
sensivel. Se a eficacia clinica da droga implica uma dose maior do que a normal significa que o

microrganismo tem uma sensibilidade intermedidria. No entanto, existem microrganismos que
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nao sdo inibidos, denominados resistentes. Para classificar em sensivel, intermédio ou resistente,

faz-se a medigao do halo formado e compara-se com o padrao.

Tabela 1 - Classificagdo da sensibilidade dos microrganismos segundo CMI

Critério CMI (ug/ml) Halos de inibicio (mm)
Sensivel =4 =20
Intermédio 8-16 15-19
Resistente =32 =14

A CMI pode ser obtida usando testes de dilui¢des, isto €, ndo ¢ um valor absoluto, ¢ um ponto
entre a maior concentracdo do teste que inibe o crescimento do microrganismo e a proxima

maior concentracao do teste (Jorgensen & Ferraro, 2009).

De entre varios meios o Mueller Hilton é considerado o melhor para testes rotineiros de
sensibilidade contra bactérias, por fazer a multiplicagdo satisfatoria da maioria dos patogenos,
existir muita informagdo e experiéncias relativos ao teste de sensibilidade, conter uma
composi¢ao baixa de inibidores como as sulfonaminas também conhecidas por sulfonamidas e

tetraciclina e possui uma reprodutividade aceitavel entre lotes nos testes de sensibilidade.

2.5.1 Staphylococcus aureus

O género Staphylococcus pertence a familia Micrococcaceae, juntamente como os géneros
Planococcus, Micrococcus e Stomatococcus. Actualmente, o género Staphylococcus possui 33
espécies, sendo que 17 delas podem ser isoladas de amostras biolégicas humanas. A principal
espécie deste género € o S. aureus, que tem a forma esférica (sdo cocos), cerca de 1 uM de

didmetro e formam grupos com aspecto de cachos de uvas.

Constitui um importante patdogeno envolvido na etiologia das infeccdes humanas, sendo
encontrado, como microbiota normal, nas fossas nasais, virilha e axilas. E responsavel por 45%

de infec¢des em todo o mundo, encontra-se em muitos lugares e € transportado de um local para
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outro por meio do contacto entre pessoas ou de superficies contaminadas. S. aureus sio
semeados em meios selectivos dgar manitol, incubados a 37° C por 24 horas, apresentando-se

com uma coloragdo amarela (Dos Santos et al., 2007).

2.5.2 Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa ¢ uma bactéria gram-negativa, pertence a familia Pseudomonadaceae
aerdbica, ndo esporulada, recta ou ligeiramente curva, pode ser encontrada isolada ou aos pares
ou ainda em pequenas cadeias de cerca de 0,5-lum de didmetro ¢ 1,5-5um de comprimento,

desloca-se a partir de um flagelo que facilita a ades@o deste no hospedeiro.

No que concerne ao seu metabolismo, ¢ versatil, ndo ¢ fermentadora de glicose, isto ¢, ndo utiliza
carboidratos como fonte de energia, utilizam fontes de carbono e azoto, sobrevive em diferentes
meios fisicos, pode crescer em temperaturas que variam de 20 a 43°C, no entanto, pode ser
encontrada em diversos sitios na natureza, habita na dgua, no solo, em vegetais e coloniza
regides humidas da pele, incluindo as axilas, e por ser pouco exigente em termos nutricionais,
aumenta o sucesso ecologico como agente oportunista. Nos pacientes com sistema imunoldgico
debilitado, causa infec¢des graves devido a producdo do lipopolissacarideo, pela membrana
externa, que ¢ responsavel pela toxicidade e inibe a sintese proteica nas células eucarioticas

resultando em necrose de tecido.

A P. aeruginosa afecta pacientes dos cuidados intensivos de queimaduras e fibrose cistica, ¢
conhecida por causar infec¢des agudas caracterizadas pela producdo de toxinas e infecg¢des
crénicas por meio da producdo de espessa camada de biofilme. A P. aeruginosa por serem pouco
exigentes podem ser cultivadas em agar sangue e MacConkey e facilmente ¢ identificado pelo
odor de uva, coloracao esverdeada que pode ser visualizado na placa de agar de Mueller-Hilton
em teste de sensibilidade antibacteriana (TSA). O tratamento de infec¢des por P. aeruginosa ¢
complexo, pois estas sdo resistentes a muitos antimicrobianos, devidos a frequentes mutagoes

cromossomicas (Barbieri & Sun, 2004).
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2.5.3 Escherichia coli

A E. Coli é uma bactéria Gram- negativa, anaerobica facultativa fermentadora de agucares,
pertence a familia Enterobacteriaceae, encontra-se normalmente no intestino dos animais de

sangue quente (de Oliveira Souza et al., 2016).

2.6 Extraciao de produtos naturais

Na fitoquimica, o sucesso do isolamento dos produtos naturais depende fundamentalmente da
extrac¢do, que inclui a seleccdo do método e solvente adequando, pois, cada método tem seus
beneficios e limitagdes. Para a extragdo usam-se solventes tais como: o éter etilico, o éter di-iso-
propilico, o benzeno, o cloroféormio, o tolueno, o diclorometano, o acetato de etilo, a acetona, o

tetracloreto de carbono, o metanol e o hexano.

O metanol ¢ o solvente mais indicado pelas suas propriedades para a extracdo de compostos
polares, extrai maior nimero de compostos, porém nao ¢ recomendado para o ambiente devido a
toxicidade elevada e ¢ altamente inflamavel com uma chama limpa, o contacto frequente pode

trazer problemas na satide como irritagdo nos olhos e vomitos.

A maceracgdo pode ser estatica ou dindmica, a matéria-prima (folhas ou sementes) ¢ introduzida
num recipiente contendo solvente devidamente seleccionado, durante algumas horas ou dias, a
temperatura-ambiente que posteriormente esta ¢ separada. Para a obtengdo de extractos nao
volateis de material vegetal, sdo utilizadas diferentes técnicas sendo que a maceragdo da planta
com solvente organico ¢ o método tradicionalmente empregue, pela facilidade e ampla

aplicabilidade.

Na extracdo por Sohxlet faz-se um refluxo continuo do solvente, por algum tempo, até a
descoloragdo do extracto contido no cartucho, o processo ocorre num recipiente fechado. O
material a ser isolado acumula-se no baldo e recuperado com a evaporagdo do solvente. A
extracdo ¢ exaustiva no Sohxlet, mas carece de muito solvente e pode alterar as propriedades das
substancias activas, o que ndo ocorre na maceracao, além de ser um processo simples e de baixo

custo (Zhang et al., 2018).
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Uma alternativa ao processo tradicional ¢ a extraccdo supercritica, com a vantagem de usar o
diéxido de carbono, considerada uma técnica limpa, ndo ¢ inflamavel, ndo ¢ toxica nem
corrosiva e facilmente atinge as condigdes de temperatura e pressdo supercritica. A extracgdo de
6leos vegetais com solventes, desde o século passado, observou-se um desenvolvimento na
optimizacao de técnicas substituindo as prensas, dando acesso a produtos com maior qualidade e
valor agregados. No entanto, continua sendo o maior desafio da fitoquimica seleccionar dados

existentes em cada classe particular de compostos (Ibafiez et al., 2015).

2.7 Metabolitos secundarios com ac¢ao antibacteriana

Os metabolitos secundarios sdo, geralmente, de estrutura complexa, baixo peso molecular,
possuem actividade biologica marcante, encontram-se em baixas concentracdes em determinados
grupos de plantas, sendo a principal fungdo de protecdo do organismo (Mera et al., 2019). De

entre os metabolitos secundarios com ac¢do antibacteriana nas plantas, destacam-se os seguintes:

2.7.1 Flavonoides

Os flavonoides compreendem uma classe de compostos mais distribuidos entre as plantas, estdo
presentes em todos Orgdos. Sdo responsaveis pelo crescimento e desenvolvimento da planta,
protegendo os tecidos contra os danos oxidativos e contra agentes patogénicos, como o caso de
fungos, bactérias, virus e raios ultravioletas. Sdo também responsaveis pela coloragdo e sabor dos
vegetais. Quimicamente, os flavonoides sdo substancias constituidas por 15 atomos de carbono
no seu nucleo basico arranjado na configuragdo C6-C3-C6, isto €, sdo dois anéis ligados por trés

carbonos. A Figura 4 ilustra a estrutura basica de flavonoides.

Figura 4. Estrutura basica de um flavonoéide
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Devido a sua grande variedade quimica, os flavondides podem ser distribuidos em: flavonas,
flavanonas, flavanois e isoflavona com propriedades quimicas e fisicas distintas. Esta classe de
compostos apresenta-se no estado solido, cristalino, de coloracdo branca a amarelo claro. Os
heterdsidos sdo soluveis em agua, alcoois e outros solventes organicos polares, insoluveis em
solventes organicos apolares, as geminas sdo fracamente soliveis em agua e soliveis em éter

(Panche et al., 2016).

Identificacao dos flavonéides

Reacdo de Shinoda

Colocar cerca de 2 ml do extracto alcoolico em um tubo de ensaio e adicionar mais ou menos
seis fragmentos de Mg metalico e adicionar 1 ml de HCI conc., observando se desenvolve

coloracao rosa a vermelha.

Reacdo com cloreto de aluminio

o Humedecer areas diferentes com uma tira de papel de filtro com o extracto alcodlico
obtido;

e Colocar sobre uma das regides uma gota de solugdo de AlICIz a 5% e comparar a
fluorescéncia sob luz ultravioleta (ondas longas).
Pesquisa positiva — intensificacdo de fluorescéncia com mudancga de cor para verde

amarelado.

Os flavonoides sdo considerados potenciais antioxidantes naturais, devido aos grupos hidroxilos
ligados a estrutura do anel aromatico, diminuem a permeabilidade capilar e aumentam a
resisténcia dos vasos, sdo anti-inflamatorios, anti-diuréticos, anti-microbianos, anti-alérgicos,

anti-tumoral e tem acg¢do anti-envelhecimento.
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2.7.2 Alcaloides

Alcalodides sdo compostos organicos de azoto, sintetizados por algumas espécies de plantas, isto
¢, aminas (exclui as aminas simples) e muitas vezes reagem com acidos para formar sais. Na sua
forma pura sdo solidos cristalinos, incolores, ndo volateis, sabor amargo, alguns sdo toxicos e
venenosos, por isso, tem a funcdo protectora para a planta. Apresentam, geralmente, uma
estrutura complexa, com sistemas ciclicos, na maioria dos casos heterociclicos. Esta variedade
explica a diversidade da actividade terapéutica que apresentam. Na Figura 5 estdo representadas
as estruturas de alguns alcaloides mundialmente conhecidos, extraidos a partir de extractos de

plantas medicinais.

Q =
N/ 7
8]
)oY,
o]
Cocaina Morfina Quinina
Figura 5. Exemplos de Alcaldides importantes obtidos a partir de extractos de plantas

Esta classe de substancias pode ser classificada quanto a origem botédnica, biossintese e
actividade farmacolodgica. Quanto a origem botinica ou familia, podem ser alcaldides da quina
(quinina) e alcaldides do Opio (morfina). Quanto a biossintese estes podem ser alcaldides
verdadeiros, que derivam de aminodcidos, contendo um atomo de Nitrogénio em anel
heterociclico (morfina e emetina). Protoalcaldides sao aminas simples percursoras da sintese de
alcaldides, contém um atomo de Nitrogénio que ndo pertence ao anel heterociclico (mescolina) e
pseudoalcaldides sdo substancias que possuem todas as caracteristicas dos alcaldides verdadeiros

mas, provem do metabolismo de terpenos ou de acetato (Aconitina).

Este grupo de substancias infkuenciou muito a histéria médica, econdmica, politica e social da
humanidade, apresenta tanto actividade terapautica quanto toxica. Um exemplo notavel e a

execucao do Socrates que como pena, ingeriu cha de uma planta toxica a Cicuta.
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O uso do opio e da morfina, sdo de exclusiva prescri¢gdo médica, pois actuam no sistema nervoso
central e originam, facilmente, a dependéncia. A codeina faz parte de muitos farmacos para a
tosse. A Gra-Bretanha e a China envolveram-se em conflitos armados devido ao

desentendimento na comercializagdo do 6pio que foram conhecidos como a guerra do 6pio.

A casa sagrada era usada para o tratamento da malaria no seculo XVI, foi isolada no século
XVIII e ensaiada a sua eficécia, deste entdo, a quinina ¢ usada como droga de primeira linha no

tratamento da maléria e apresenta ainda propriedades analgésicas (Lu et al., 2012).

Identificacdo dos alcaléides

Geralmente, os alcaldides tém um atomo de Nitrogénio com o par de electrdes nao
compartilhados, o que os confere o caracter basico, sendo assim, reagem com acidos, formando
precipitados de coloragdo variada (variando de branco a castanho alaranjado) e amorfos ou

cristalinos.

e Aqueca a fervura, cerca de 5 g da droga vegetal (moida) em teste, ¢ 30 ml de acido
cloridrico diluido. Filtre.

e Divida o filtrado em 4 tubos de ensaio.

e Em 3 tubos, acrescente trés gotas dos reagentes de Dragendorff, Mayer e Bertrand,
respectivamente. Um tubo sera o branco.

e Observe a formagao de turvacao e/ou precipitado.

2.7.3 Saponinas

As saponinas sdo substincias que se encontram em tecidos vegetais vulneraveis ao ataque de
fungos, bactérias, isto ¢, estdo relacionados com o sistema de defesa. O nome saponina deriva do
latim Sapinis, que significa sabdo e sdo glicosideos de esteroides ou de terpenos policiclicos.

Possuem uma parte com caracteristicas lipofilica (triterpeno ou esteroide) e outra parte
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hidrofilica (agucares), o que determina propriedades tensioactivas, formando espuma persistente

apos agitacao.

As saponinas sdo classificadas de acordo com o nimero fundamental de aglicona, podendo ser:
saponinas esteroidais e saponinas triterpenicas e também pelo seu caracter acido, basico ou
neutro. A distribui¢do das saponinas ¢ diferenciada no reino vegetal sendo que, nas
monocotiledoneas, podem ser encontradas exclusivamente saponinas esteroidais neutras e nas

dicotiledoéneas predominam as saponinas triterpenicas (Bouzier ef al., 2023).
Identificacio das saponinas

A caracterizagdo das saponinas pode ser feita com base na agitagdo do extracto ocorrendo a

formacao de espuma persistente de espessura de cerca de 1cm.

A) Pesquisa de Saponinas - teste qualitativo de espuma

e Ferver (decocc¢do) 2g da droga em p6 com 10 mL de dgua destilada por 3 minutos. Agitar
energicamente, no sentido vertical por 15 segundos.

o Deixar a solugdo em repouso, por 15 minutos, marcar com caneta a altura da espuma.

e Observar a presenca de espuma persistente (por 15 minutos).

e Reagdo positiva = permanéncia da espuma.

e Reacdo negativa = desaparecimentos da espuma.

As propriedades anfilicas das saponinas permitem que actuem sobre as membranas celulares,
alterando a permeabilidade ou causando a sua destruicdo. Sendo assim, algumas destas agem

como antibacterianas, antifingicas e anti-inflamatdrias.

2.7.4 Antraquinonas

Antraquinonas sao compostos organicos provenientes da oxidacdo dos fenodis, isto €, sdo
derivados de dicetona do antraceno. A sua principal caracteristica ¢ a presenga de dois grupos

carbonilicos formando um sistema conjugado, tal como ¢ apresentado na Figura 6.
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Figura 6. Estrutura da antraquinona

Apresentam a forma de cristais de coloracdo amarela avermelhada, sublimam-se a temperatura
ambiente, sdo soluveis em solventes apolares, mas as formas ligadas aos glicosideos sdo soluveis

nesses solventes, sdo amarelas e ndo sublimam a temperatura ambiente (Dos Santos ef al., 2008).

Identificacio de antraquinonas

A deteccdo de antraquinonas pode ser feita com o reagente de Borntriger em meio basico

(Hidroxido de amoénio) seguida de agitacao.

e Reaccio de Borntriger directa:

Para antraquinonas livres: cascara-sagrada

e Colocar pequeno fragmento da droga (cerca de 0,2 g) ou pequena quantidade de pd em

um tubo de ensaio e adicionar 5 ml de solu¢cdao de NH4OH dil.

Reacdo Positiva — coloracdo rosea ou avermelhada

e Reacio de Borntriger com prévia hidrolise acida:

Para glicosideos antraquinonicos e dimeros:

e Colocar 1,0 g da droga em tubo de ensaio;

e Adicionar 8,0 ml de solugdo de EtOH a 25%;

e Ferver na chama por 1 min;

e Filtrar por algoddo para um tubo de ensaio contendo 4 ml de solucdo H>SO4 a 5% e
aquecer levemente;

e Resfriar na torneira e adicionar 5 ml de CHCI3 (cloroférmio) ou Et,O (éter etilico);

o Extrair cuidadosamente por cerca de 3 minutos;
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e Decantar a camada organica para um tubo de ensaio;
e Adicionar 5 ml de solugdo de NH4OH dil.;

e Agitar fortemente e deixar em repouso.

Estes compostos possuem uma accao laxativa moderada apos ingestdo oral, por isso sdo usados
para evacuacdo intestinal antes de processos cirurgicos € em catarticos agindo sobre o intestino
grosso, diminuindo a reabsor¢do de agua. Estes também possuem actividade antibacteriana,

antiviral e antifingica.

2.7.5. Taninos

Taninos s3o compostos polifenolicos, de alto peso molecular, de natureza heterogénica,
altamente soluveis em agua, responsaveis pela defesa da planta contra herbivoros, dificultando a

digestdo dos animais.

Classicamente, segundo a estrutura quimica, os taninos sdo classificados em dois grupos:
hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis consistem de ésteres de acidos galicos e
condensados em ¢ésteres de acidos elagicos glicosilados, formados a partir do chiquimato, em que
os grupos hidroxila do aglicar sdo esterificados com acidos fenolicos. Os dois membros mais
representativos desta classe de metabolitos secundérios estdo representados na Figura 7

(Monteiro et al., 2005).

HO.__O 0O

HO OH 4
OH

) Acidos elagico
Acido galico

Figura 7. Estrutura dos Acidos galico e elagico

Identificacdo de taninos
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A) Extrac¢ao

e Preparar um decocto (15 minutos) com 5 g da droga vegetal pulverizada com 100 ml de
agua destilada.

o Filtrar e deixar esfriar (solugdo extrativa A).

e Realizar testes gerais de identificag@o, juntamente com uma amostra-padrao positivo.

e Distribuir o filtrado em 4 tubos de ensaio identificados, sendo que o tubo n°® 4 sera o

branco.

Executar as reagdes de identificagdo. Duas técnicas dando reacgao positiva confirmam a

presenca de taninos.

B) Testes de identificagdo

Tubo 1 — Gelatina (2 ml da extracdo A + 2 gotas de HCI diluido + solugdo de gelatina a 2,5%

gota-a-gota. Se ocorrer formagao de precipitado: reagdo positiva para taninos).

Tubo 2 — Cloreto férrico (2 ml da extragdo A + 10 ml de agua destilada + 2-4 gotas da solugdo de
FeCl; a 1% em metanol. Cor Azul: taninos hidrolisaveis ou galico ¢ = Cor Verde: taninos

condensados ou catéquico).

Tubo 3 — Acetato de chumbo (5ml da extragdo A + 10 ml da solucdo de acido acéticoa 10 % + 5
ml da solugdo de acetato de chumbo a 10%. Formagdo de um precipitado esbranquigado:

presenca de taninos hidrolisaveis)

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1 Materiais e Métodos

Para a realizacdo das experiéncias usaram-se os seguintes equipamentos, materiais e reagentes.

> Reagentes/ solventes » Equipamentos

Etanol 70%, n-Hexano, Metanol, &cido sulfurico | Triturador de sementes, rotavapor, fonte de

concentrado, Eter de Etila, Agua destilada, Hidroxido de | aquecimento,  geleira, estufa, calibrador de escala
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sodio 5%, Acido cloridrico 2M, Cloreto de ferro (III) | Macfarland, autoclave, bico de Bunsen, forador de
5%, Acetato de chumbo, Reagente de Mayer, Reagente | discos baldes de erlenmeyer de 500ml e 1000ml, Baldes
de Wagner, Reagente de Shinoda, Reactivo de | de erlenmeyer, copos de Becker, papel de filtro, placas
Liebermann, Reactivo de Rossol, Vanilina, Soro | de aluminio (silica gel) 20x20, conta-gotas, rétulos,
fisiologico. rolhas, tina cromatografica, tubos de ensaio, vidro de
relogio, suporte metalico, espatulas, frascos plasticos,

> Meios de cultura - Agar sangue, Agar MacConkey pipetas ansas, zaragatoas de inoculagdo, luvas, placas de

e Mueller Hilton, . .
Petri, seringas,

> Discos experimentais - Ciprofloxacina 5ug

» Equipamento de campo - Sacos de rafia, tesoura,
Material biolégico - Staphylococcus aureus ATCC . .

jornais
25923, Pseudomonas aeruginosa nao padronizado,
Escherichia coli ATCC 25922 e Escherichia coli

multirresistente;

3.2 Colheita de amostras

As amostras das sementes ¢ folhas da planta S. alatum foram colhidas no més de Novembro de
2018, no distrito da Moamba. Para a colheita foi usada uma faca e tesoura de cozinha para cortar
as partes aéreas da planta. O material vegetal foi armazenado em sacos de rafia de modo a ndo
perderem as suas propriedades ou que ndao decorram reacgdes indesejadas durante o seu
transporte. Em seguida, procedeu-se a separa¢ao manual das vagens e folhas, e deixou-se a secar

a sombra no laboratdrio de Quimica, a temperatura ambiente, por 21 dias.

As vagens, quando secas, abrem-se e facilmente colheram-se as sementes, foram peneiradas
seguidas de triagem para a separacdo de restos de partes da planta. As folhas secas foram moidas

num liquidificador caseiro até obter uma aparéncia homogénea.

De salientar que a identificacdo botanica das folhas da planta foi feita pelo herbario da UEM com
base em métodos cientificos e o uso popular da espécie no Instituto de Medicina Tradicional.
Tendo se constatado que havia défice de informagdo sobre as plantas usadas e estudadas. O

Instituto ndo dispoe de uma base de dados adequada sobre as pesquisas cientificas das plantas
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usadas na medicina tradicional. O mesmo acontece com a existéncia de legislagdo para o uso de

plantas na saude que espera aprovagao pela Assembleia da Republica.

3.3 Preparacio dos extractos brutos

A extragdo teve lugar no laboratério de Quimica de Produtos Naturais da Universidade Eduardo
Mondlane. Utilizando. Numa balanga analitica (Gibertini Europe 500), foram pesados 80g de
amostras das sementes e folhas. Em seguida foram colocados, separadamente, em baldes de

Erlenmeyer (um para sementes e o outro para as folhas).

240 ml de solventes foram adicionados em cada Erlenmeyer, para a preparacdao de 2 extractos
brutos diferentes: SA (extracto bruto preparado a partir das sementes e usando como solvente de
extrac¢cdo uma mistura hidroalcoolica a 70%) e FA (extracto bruto preparado a partir das folhas e

usando como solvente de extrac¢do uma mistura hidroalcéolica a 70%).

Para a preparagdo dos extractos aquosos SH (extracto bruto preparado a partir das sementes e
usando como solvente de extrac¢do a agua); FH (extracto bruto preparado a partir das folhas ¢
usando como solvente de extraccdo a dgua). 30g de cada amostra, foram introduzidos no baldo

de Erlenmeyer e colocaram-se 90ml de 4gua destilada em cada balao.

Todas as misturas foram submetidas a maceragdo com agitagdo durante 6 horas, e, em seguida,
procedeu-se a filtragao usando um papel de filtro Whatman 1 e, concentragao no Rotavapor. A
maceracdo com agua apenas foi realizada no dia anterior ao ensaio antibacteriano pois, o
macerado obtido usando dgua como solvente apresenta a desvantagem de ser dificil de conservar

sem alterar a sua composicao.

3.4. Preparacido dos ensaios para a avaliacdo da actividade antibacteriana dos extractos

brutos de S. alatum (Ensaio I)
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3.4.1 Amostra-Bactérias

Os isolados foram fornecidos pelo Departamento de Microbiologia da Faculdade de Medicina da
Universidade Eduardo Mondlane, nomeadamente: Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Pseudomonas aeruginosa nao padronizado, Escherichia coli ATCC 25922 e Escherichia coli

multirresistente.

Os meios de cultura foram preparados conforme as instrugdes do fabricante, sendo que em cada
litro de 4agua destilada, dissolvem-se 37g de agar Mueller Hilton ecoloca-se uma quantidade que
cobre a base da placa de Petri e guarda-se numa geleira. Este procedimento realizou-se num local

protegido de microrganismos e com material esterilizado.

No dia do ensaio, as placas foram introduzidas na estufa por 10 minutos, a 37°C, para a sua
activagdo, ou seja, aquecer até a temperatura ambiente para crescimento dos micro-organismo.

Os isolados foram sub-cultivados no dia anterior ao ensaio.

3.4.2 Procedimentos para a cultura de micro-organismos

Para a efectivagdo desta etapa foram seguidos os seguintes passos: Cultura de micro-organismos
Staphylococcus aureus em Agar sangue e Pseudomonas aeruginosa e E. Coli em Agar Mac
Conkey. Os discos foram feitos de papel de filtro “Whatman 17, enumerados conforme o nimero

de extractos que se pretendia analisar e esterilizados para descartar a contaminacao.

A banca de trabalho foi higienizada e todo o trabalho foi realizado proximo da chama do bico de
Bunsen. Esterilizou-se a seringa e extrairam-se Sml de soro fisiolégico, que foram colocados em
cada um dos 4 tubos e tapados. Foi identificada uma colonia na placa, inoculou-se e calibrou-se

para 0.5UFC. Repetiu-se o procedimento para as outras culturas.

Procedeu-se a identificacdo das placas (data e nome da bactéria), em seguida, introduziu-se a
zaragatoa no tubo e fizeram-se movimentos nas bordas, no meio de cultura, introduziu-se
novamente no tubo e iniciaram-se movimentos suaves em ziguezague muito proximos em toda a

placa. Repetiu-se o esfregango com a placa virada no angulo de 90°, 180° e 270° respectivamente,
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e fez-se o mesmo procedimento com as outras placas, um tubo para uma placa de Petri com

Muller Hilton.

Colocaram-se os discos na placa, sendo a posicao central o disco de controlo positivo, posicao
superior o numero um que corresponde ao extracto alcodlico de semente, a posigdo inferior ao
disco de controlo o nlimero 2 que corresponde ao extracto alcodlico de folhas. O lado direito do
disco de controlo posicionou-se o nimero 3 que corresponde ao extracto aquoso de sementes e,

por fim, o lado esquerdo o nimero 4 com o extracto aquoso de folhas.

Usando uma pipeta de Syl para cada extracto, humedeceu-se o nimero correspondente. Tapou-
se a placa, inverteu-se e guardou-se na estufa bacterioldgica a 37 °C por 24 horas. Procedeu-se
do mesmo modo para o ensaio biologico II (com as frac¢des preparadas a partir dos extractos

brutos) e III (compostos da frac¢do mais activa).

3.5. Fracionamento separacao liquido-liquido

A separacdo liquido-liquido implica uma dissolugdo selectiva entre solventes imisciveis, este
método depende da afinidade do soluto e o solvente assim, mediu-se 10ml de extracto aquoso de
folhas e colocou-se 10 ml de solvente n-Hexano, agitou-se e deitou-se no funil de separacao.
Deixou-se ficar e formaram-se 2 fases, uma do solvente e outra do soluto (extracto). Com muito
cuidado abriu-se uma torneira e separaram-se as fases, acrescentaram-se 10ml de solvente,
agitou-se e deixou-se formar as fases e abriu-se a torneira.

Mediram-se 10 ml do diclorometano e colocou-se num funil. Procedeu-se do mesmo modo até
que se extrairam todos os compostos. E repetiu-se o procedimento com o Etilo acetato. Em
seguida, os copos com o solvente, contendo o extracto, foram depositados em local seguro para a

evaporacao deste.

4. APRESENTACAO DE RESULTADOS

4.1 Preparacio dos extractos brutos
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Na extra¢do das folhas com alcool obteve-se 85 ml de extracto e com 4dgua 42 ml e nas sementes
a extragcdo com alcool obteve-se 110 ml de extracto e em agua 67 ml, conforme mostra a Tabela

2.

Tabela 2. Resultados da extragdao por maceragao

Alcool Agua

Folhas Sementes | Folhas Sementes

Amostra (g) 80g 80g 30g 30g
Solvente (ml) 240ml 240ml 150ml 150ml
Extracto 85ml 110ml 42ml 67ml

4.2 Avaliacio da actividade antibacteriana dos extractos brutos das folhas e sementes

(Ensaio I)

A avaliagdo da actividade bacteriana dos extractos aquosos ¢ alcodlicos da planta S. alatum foi

realizada com bactérias sensiveis e resistentes a antibidticos conforme espelha a Tabela 3:

Tabela 3. Resultados da valai¢do da actividade antibacteriana dos extractos brutos

SA FA SH FH Ciprofloxacina
1 - — — — +
2 — + — _ +
3 — — — — -
4 + — — + -
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(1) Staphylococcus aureus, (2) Pseudomonas aeruginosa, (3) Escherichia coli, (4) Escherichia coli multirresistente
(SA) Semente/ alcoolica (FA) Folhas/ alcodlica (SH) Semente /aquosa (FH) Folhas/aquosa

(+) Inibe (-) Nao inibe

4.3 Avaliacao da actividade antibacteriana das fraccoes de S. alatum — (Ensaio II)

As fracgoes dos extractos alcodlicos foram submetidos ao ensaio antibacteriano conforme mostra

a Tabela 4.

Tabela 4. Resultado da actividade antibacteriana das fracgdes preparadas a partir dos extractos
alcoodlicos

Sementes Folhas
Isolados Hex DCM EA Residuo Hex DCM EA Residuo
Pa - - - - - - - -
Sa - - - - - + - -
E.c - - - - - + - -
Ecr - - + - - - - -

As fracgoes do extracto aquoso das folhas revelaram o resultado descrito na tabela 5.

Tabela 5. Resultados da actividade antibacteriana das frac¢des preparadas a partir do extracto
aquoso

Folhas
Isolados Hex DCM EA Residuo
P.a - + - -
Sa - + - -
E.c - - - -
Ecr - - - -
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4.4 Cromatografia de camada fina

Na cromatografia em camada fina usou-se placas de aluminio com silica gel 20x20 que foram

cortadas 8x4cm cada e mediu-se 1cm para determinar a area de aplicagcdo da amostra com tubos

capilares. O objectivo era a selec¢do do melhor sistema de solventes a ser usado para a separacao

dos componentes da frac¢do mais activa, de acordo com a Tabela 6.

Tabela 6. Cromatografia de camada fina para a selec¢do do melhor sistema de solventes

0.471; 0.61; 0.657,
0.742

Solvente de | Proporcio | Numero de Valor de Rf Revelador
eluicio (ml) manchas
1 | Hexano/DCM | 5-5 1 0.14 UV/Vanilina/lodo
2 | Hexano/DCM | 2.5-7.5 2 0.12;0.47 UV/Vanilina/lodo
3 | Hexano/DCM | 1-9 3 0,042; 0.18; 0.60 UV/Vanilina/lodo
4 | Hexano/DCM | 7.5-2.5 1 0.057 UV/Vanilina/lodo
5 | Hexano/DCM | 9-1 1 0.042 UV/Vanilina/lodo
6 | Hexano/Acet | 7-3 6 0.157;0.21;0257; UV/Vanilina
0.3;0.428; 0.557
7 | Hexano/Acet | 7.5-2.5 7 0.042:;0.1; 0.157; UV/Vanilina
0.228; 0.285; 0.34;
0.528
8 | Hexano/Acet | 6.5-3.5 7 0.11; 0.34; 0385; UV/Vanilina
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Figura 8. TLC da fragdo de DCM obtida a partir dos extractos brutos FA ¢ FH

4.5 Avaliacio fitoquimica preliminar

As placas cromatogréficas contendo as manchas dos compostos, foram separados com ajuda de
uma espatula para um copo de Becker, onde foram adicionados 10ml de DCM para cada placa

(vide Figura 9). Em seguida filtrou-se a obteve-se o composto para a prospeccao fitoquimica.

Figura 9. Placa de TLC preparativa da frac¢do aquosa de DCM de
folhas
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Os compostos foram submetidos a testes fitoquimicos e apresentaram os resultados descritos na

Tabela 7:

Tabela 7. Resultados da analise fitoquimica preliminar

Composto Teste realizado  Resultado Metabolitos

(Manchas) secundarios

1 - - -

2 Reagente de Precipitado laranja e solu¢do  Glicosideos
Killiani azul esverdeada

3 - - -

4 Teste de Precipitado de cor alaranja Alcaloides
Dragendorff

5 Reagente de Solugao rosa claro Flavonoides
Shinoda

6 Teste de Formacao de 2 fases com cor ~ Terpenos
Salkowski castanha avermelhado na

interfase.

UV 366nm

7 - - -
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5. DISCUSSAO DOS RESULTADOS

5.1 Preparacio dos extractos brutos

A extragdo compreende uma das etapas mais importantes dos produtos naturais, cada um dos
métodos de extracao, depende fundamentalmente do fim, pois cada um possui seus beneficios e
limitagdes, a extracdo com agua tem beneficio de usar um solvente de facil acesso e sem custos,
no entanto, a sua utilizacdo ¢ limitada, no que concerne a conservacao e retirada do solvente no

extracto.

De entre varios métodos de extragdo o presente trabalho elegeu a maceracdo a temperatura
ambiente usando 4dgua e solugdo hidroalcdolica como solventes, pois a extrac¢do a frio permite
obter melhor rendimento do que a extrac¢do quente. Acrescenta-se ainda que pode haver
principios activos sensiveis a ac¢ao da temperatura, fazendo com que estas percam a sua

actividade.

A pesquisa sobre a ac¢do medicinal de extractos feita em folhas de diferentes plantas usando a
maceragdo e infusdo, demonstraram que os ensaios feitos com o extracto da maceragdo
revelaram-se mais expressivos que os obtidos por infusdo. De salientar que este método ¢

recomendado para a extracao de substancias nao volateis (Mendes, 2019).

Estudos feitos acerca do efeito das técnicas extrativas no rendimento e actividade antioxidante
revelam que a solucdo hidroalcéolica a 70% possui melhor rendimento com excepgao do sohxlet.
Isto demonstra que a solugdo hidroalcoolica ¢ selectiva para a extraccdo de metabolitos
secundarios e o maior rendimento deve-se as propriedades anfifilicas e extrai substancias de

ambas polaridades e apresenta menos riscos para a amostra e para o ambiente (Mera ef al., 2019).

No que concerne ao solvente universal as comunidades usam-no para obter o extracto, mas,
quimicamente nao ¢ recomendado devido a temperatura elevada utilizada para a sua evaporagao.
Este facto coloca o etanol em vantagem quanto a temperatura de evaporagdo, pois ¢ facil de

manipular e relativamente barato se comparado a outros solventes polares.

Os extractos podem ser conservados numa geleira por muito tempo enquanto o aquoso ¢ de uso

imediato. A maceracdo conserva as propriedades das substancias activas, por ndo envolver
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temperaturas elevadas, por outro lado, em termos de execugdo, ¢ um processo simples e nao

envolve custos.

Tendo em conta o objectivo da extrac¢do, o etanol revela-se mais indicado para a pesquisa por
ser um solvente capaz de extrair facilmente compostos aromaticos ou organicos saturados. Esta
propriedade deve-se ao grupo OH que o aumenta a capacidade de extracdo em relacdo a dgua, no
entanto, o solvente universal torna-se pertinente neste estudo por ser o mais usado pelas

comunidades (Carvalho et al., 2018).

5.2 Avaliacdo da actividade antibacteriana dos extractos brutos das folha e sementes

(Ensaio I)

Este ensaio revelou a sensibilidade das bactérias P. aeruginosa ao extracto hidroalcoolico de
folhas e sensibilidade da E. coli multirresistente a extractos hidroalcodlicos de sementes e aquoso

de folhas, de acordo com a Tabela 3.

Os extractos SA, FA ¢ FH demonstraram efeito antibacteriano sobre a P. aeruginosa E. coli
multirresistente, ambas Gram-negativa apresentam uma parede celular quimicamente mais
complexa que as Gram-positiva e tem um maior teor de lipidos e proteinas que impedem a acc¢ao

dos antimicrobianos que resultam na resisténcia destes aos antibioticos.

Resultados surpreendente € referente a E. coli multirresistente, visto que a E. coli sensivel nao
foi inibido. Contrariamente ao observado no estudo de Sundarakumar & Karmegam (2018)
sobre a sensibilidade dos extractos da folha de S. alatum, a E. coli apresentou inibi¢do maior
seguida por P. cepacia, S. epidermidis usando o controlo positivo a ciprofloxacina e técnica de

difusdo em disco.

O estudo de sobre o S. indicum revelou que esta ocorre nas plantacdes desta leguminosa, a S.
alatum como uma erva daninha, o que demonstra que, de certo modo, ha uma similaridade nas

necessidades metabolicas destas espécies.
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Na regido sul de Mocambique esta leguminosa ndo encontra condi¢des apropriadas para o seu
bom desenvolvimento, sendo assim, pode-se acreditar que a diferenca de resultado esta

relacionada a diferenca dos metabolitos.

Apesar de nao estar relacionada a este estudo, importa referir que a actividade antibacteriana
pode variar de acordo com a estacdo do ano da colecta da amostra vegetal, sendo que, realizando
um estudo sob a mesma concentragdo ¢ extractos de estagdes diferentes, os resultados ¢ o
extracto colhido no verdo apresentou maior actividade que do inverno, em menor concentracao

(Mendes, 2019).

Por outro lado, esta diferenca de resultados pode ser explicada pelas condigdes que a planta
possui como o clima e solo, que influenciam muito nos metabolitos secundarios que serdo

produzidos e, consequentemente, na actividade do composto activo.

Estudos recentes revelam que ha cada vez mais espécies resistentes a demanda de antibidticos
produzidos, o que leva a acreditar numa terceira linha de drogas que seriam as plantas que
conservam uma grande diversidade de principios activos resultantes do metabolismo secundario

(Dias et al., 2013).

Os microrganismos que oportunam as feridas sdo as bactérias Gram negativas incluindo as P.
aeruginosa, Klebsiella e, E. coli Gram positivas como a S. aureus ¢ Candida albicans por um
lado, por outro, ao elevado nimero de microrganismos resistentes a antibidticos. O tratamento
baseado na combinagdo de antibioticos e plantas € vista como uma das saidas e outros estudos

levaram a selecao dos isolados para este estudo (Lidia et al., 2010).'

Os extractos brutos SA, FA e FH devido a actividade antibacteriana revelada acima, foram
submetidos, separadamente, a particao liquido-liquido, usando como solventes o n-Hexano,

DCM, etilacetato.

Cada extracto bruto resultou na obtencdo de quatro fracgdes por cada. Além das fraccdes dos
solventes acima mencionadas, todos eles tinham também a frac¢do aquosa, que, para este

trabalho, foi designada Residuo.
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5.3 Separacio liquido-liquido

O fraccionamento dos extractos brutos resultou em 4 frac¢des de cada amostras (Hex, DCM, EA
e Residuo). As fracgdes preparadas derivaram dos seguintes extractos brutos: SA, FA e FH, que
mostraram actividade antibacteriana contra E. coli resistente (SA e FH) e P. aeruginosa (FA), de

acordo com a Tabela 3.

As fracgdes organicas foram concentradas num Rotavapor, enquanto a fase aquosa ndo, devido a
ndo facil evaporacdo da agua, pois requeria o uso de um liofilizador ou Freeze-dryer, que
consiste, primeiro, em solidificar a amostra e depois submeter a sublimagao, ou seja, evaporacao

da dgua sem passar do estado liquido.

A separagao liquido-liquido revela-se viavel quando se trata de sistemas de solventes apropriados
e com nivel de toxicidade baixa. Esta escolha deve permitir a recuperagao do solvente sem

envolver temperaturas elevadas que podem destruir os principios activos.

Alguns estudos apontam solventes como o etanol e a agua, por apresentam o inconveniente de
recuperagdo da agua e pouco tempo de conservacdo. A temperatura de ebuli¢do da agua e do

alcool estdo relativamente muito acima da temperatura-ambiente.

Esta e outras propriedades dos solventes sdo importantes para se escolher e extrair o compostos
de um extracto. Um exemplo disto, observou-se uma particularidade na posi¢cdo do solvente

extractor, na utilizagdo do acetato de etilo, este forma-se em cima pois ¢ menos denso que a agua.

5.4 Avaliacao da actividade antibacteriana das fraccoes de S. alatum — (Ensaio II)

De acordo com a Tabela 4, a frac¢do de etilacetato (SA) mostrou actividade antibacteriana contra
a bactéria E. coli resistente, enquanto as outras foram inactivas. Surpreendentemente, esta
fracgdo nao foi activa contra a bactéria E. coli sensivel. Este facto pode-se dever as diferencas
existentes nas paredes celulares das bactérias pois esta fraccdo pode conter metabolitos

secundarios capazes de inibir o crescimento das bactérias E. coli resistente.
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De acordo com os dados apresentados nas Tabelas 3 e 4, pode-se concluir que os compostos que
apresentaram actividade do extracto bruto SA contra a bactéria E. coli resistente estdo presentes

na fraccao de etilacetato deste extracto.

Ainda na Tabela 4, das frac¢des preparadas a partir do extracto bruto alcoolico das folhas (FA),
apenas a fracgdo DCM mostrou actividade antibacteriana contra as bactérias S. aureus e E. coli
sensivel. A actividade revelada por esta fraccdo contra estas bactérias ¢ surpreendente. O
extracto bruto foi activo apenas contra a bactéria P. aeruginosa (Tabela 3), entretanto nenhuma

das suas fracc¢oes revelou actividade contra esta bactéria.

Por outo lado, o extracto bruto FA foi inactivo contra as bactérias S. aureus e E. coli sensivel
(Tabela 3). Entretanto, a fraccdo de DCM demonstrou actividade contra estas duas bactérias.

Portanto recomenda-se um estudo mais aprofundado sobre estes resultados.

A Tabela 5, ilustra os resultados da avaliagdo da actividade antibacteriana das fracgoes
preparadas a partir do extracto aquoso (FH). De acordo com a tabela, apenas a fraccdo de DCM

revelou a actividade antibacteriana contra as bactérias P. aeruginosa e S. aureus.

Os outros extractos foram inactivos. Do mesmo modo recomenda-se uma avaliacdo mais
aprofundada destes extractos pois o extracto FH foi activo apenas contra E. coli resistente e

nenhuma das suas fracgdes apresentou actividade contra esta bactéria.

Entretanto, algumas literaturas defendem que um resultado negativo com um extracto bruto nao
exclui a possibilidade de um resultado positivo com fracgdes resultantes de diferentes
fraccionamento deste, uma vez que algumas frac¢des estardo mais enriquecidas em substincias

activas (Dias et al., 2013).

5.5 Cromatografia em Camada Fina (TLC)

A fase movel foi variada em diferentes propor¢des de n-Hexano/ Diclorometano e n-

Hexano/Acetona e visualizadas em lampada UV para a andlise das frac¢des de DCM das folhas
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(FA e FH). As proporgdes foram variadas (Tabela 6) de modo a se obter o melhor sistema de

solventes para melhor separacao entre os componentes presentes nestas fracgdes.

A Tabela 6 demonstra que o sistema Hexano: Acetona (7.5:2.5) é o melhor para separar

componentes de acordo com os resultados das TLC das duas amostras na Figura 8.

Ambas as frac¢cdes de DCM analisadas foram demonstraram uma maior actividade antibacteriana.
A revelagdo com iodo revelou a presencga de 7 manchas em cada uma das placas. De acordo com
a Figura 8, estas manchas ndo tem os mesmos valores de R.F. usando o mesmo sistema de

solventes.

Portanto, significa que ambas as frac¢cdes ndo possuem os mesmos compostos, dai que houve a
necessidade de se recorrer a Cromatografia em Camada Fina Preparativa (P-TLC) de modo a
separar os compostos individuais (Figura 9) e realizar os testes fitoquimicos preliminares para

identificar a classe de compostos a que pertencem (Tabela 7).

5.6 Avaliacao fitoquimica preliminar

A avaliagdo fitoquimica preliminar (Tabela 7) feita com base em ensaios padrao em ambas as
fraccdes de DCM derivadas dos extractos das folhas, demonstrou a presenca dos seguintes
metabolitos secundarios: fenois, alcaloides, flavonoides e glicosideo. Na P-TLC foram extraidos
compostos que depois de identificada a classe em que pertencem foram submetidas a uma

avaliacao da sua actividade antibacteriana (Ensaio III).

5.7 Avaliagao da actividade antibacteriana da frac¢do mais activa (Ensaio I11I)

Os compostos da frac¢@o hidro-alcoolicas de folhas foram testados nos mesmos isolados e nas
mesmas condi¢des. Os compostos ndo inibiram o desenvolvimento dos isolados em estudo. O

extracto bruto encontra-se na terceira fase de separacao de compostos, o resultados do teste da
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actividade anti-bacteriana das frac¢des revela o contrario das fases anteriores, o que leva a

acreditar, por um lado, que as frac¢des tém ac¢do quando em conjunto ou sinergia entre estes.

Por outro lado, o método de difusdo em Muller Hilton é usado para investigar actividade
antimicrobiana de substancias naturais e extractos de plantas, porém, apresenta um inconveniente
quando os extractos forem de baixa actividade antimicrobiana, pois serd necessario aumentar o

volume ¢ a concentragao.

Esta posigao corrobora o estudo de Mendes (2019) que acredita que a presenca de compostos nao
¢ necessariamente excluida pelos resultados negativos, j4 que a metodologia aplicada pode ser
diferente e, portanto, incapaz de detectar, com sucesso, essas substancias, aliado a possibilidade

de a quantidade desse composto no extracto tenha sido muito baixa.

Um ensaio realizado sob quase todas as condi¢des, variando o volume, neste caso aumentando
para 50uL, o composto 5 inibe o desenvolvimento da E. coli sensivel e multirresistente o que nos

leva a prever a possibilidade de os resultados diferentes dos actuais.
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6. CONCLUSOS E RECOMENDACOES

A pesquisa comprovou experimentalmente o motivo do uso da S. alatum como planta medicinal
pela comunidade no tratamento de feridas. Os extractos brutos das folhas e sementes mostraram
actividade antibacteriana apreciavel. Contudo, a medida que se ia fazendo o fraccionamento, esta
actividade mudava de uma bactéria para outra e foi-se perdendo a medida que a complexidade
das frac¢des subsequentes tornou-se mais simples. Estes resultados podem dever-se ao facto de

ndo ser apenas um composto ou uma classe de compostos que podem actuar de forma sinérgica.
Dai, recomenda-se que estudos sejam realizados para:

1. Avaliar fitoquimicamente a fraccdo aquosa de etilacetato das sementes da planta
estudada, de modo a identificar os metabolitos secundarios responsaveis pela
actividade antibacteriana contra a bactéria E. coli resistente € ndo E. coli sensivel,
¢ a razao da desta diferenca;

2. Avaliar o efeito por detras do extracto hidro-alcodlico bruto das folhas apresentar
actividade antibacteriana apenas contra a bactéria P. aeruginosa e que as suas
fracgdes inibiram o crescimento das bactérias S. aureus e E. coli sensivel.

3. Realizar estudos fitoquimicos das frac¢des de DCM das folhas de modo a
identificar os metabolitos presentes, pois foram as mais activas.

4. Repetir os ensaios feitos com todos os extracto usando técnicas colorimétricas

para a avaliagdo da actividade anti-bacteriana.
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ANEXOS



Imagem A - Ensaios biologicos dos extractos
brutos alcodlicos e aquosos de folhas e

sementes de S. alatum

Imagem B - Ensaios bioldgicos em S. aureus e

P. aeruginosa

Imagem C - Ensaio biologico em E. coli
multirresistente de extracto bruto alcodlico de

sementes e aquosa de folhas.

Imagem D - Ensaio bioldgico de em P.

aeruginosa de extracto bruto alcodlico de folhas




Imagem E - Separacao liquido - liquido do

extracto bruto alcodlico das sementes

Imagem F - Ensaio biologico das fracgdes do

extracto aquoso de folhas




Imagem G -

Imagem H -

Imagem I -




Imagem J - Cromatografia de camada fina

Imagem K - Placa de TLC preparativa da
fraccdo aquosa de DCM de folhas

Imagem L - Ensaios bioldgicos dos compostos da fracgdo de DCM
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