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RESUMO
O surgimento de cepas de bactérias resistentes aos antibioticos actualmente usados vem
crescendo de forma vertiginosa causando uma maior morbilidade e mortalidade, dai a
necessidade de encontrar novos antibioticos que sejam mais eficazes. A utilizacdo de extractos
vegetais tem sido um bom caminho para a pesquisa de novas drogas contra microrganismos
indesejaveis. Em Mogambique, a planta Combretum molle é usada na medicina tradicional para
tratar diferentes doencas incluindo priséo de ventre, dores de cabeca, dores de estdbmago, febre,
disenteria, inchacos e como um anti - helmintico para ancilostomiase. O presente trabalho
dedicou-se a triagem fitoquimica preliminar e avaliacdo antimicrobiana dos extractos de raizes e
folhas de Combretum molle. Os extractos brutos foram obtidos por maceracdo com agitagdo
usando como solvente a acetona e as fracgdes foram obtidas usando os solventes éter de petréleo,
cloroférmio, n-butanol e metanol a 65%. Para a avaliagdo da actividade antimicrobiana foi
utilizado o método de Kirby e Bauer também conhecido como método de difusdo em disco, onde
foram testados o0s seguintes microrganismos: Staphylococcus aureus, Streptococcus sp,
Escherichia coli, Salmonela sp e Candida albicans. O antibi6tico utilizado para o controlo
positivo foi a Ciprofloxacina e para o controlo positivo dos fungos foi a Nistatina. Os testes
fitoquimicos realizados nos extractos brutos e fraccdes das raizes e folhas demonstraram a
presenca de esterdides, triterpendides, antraquinonas, saponinas, flavonoides e taninos.
Escherichia coli e Salmonela sp foram as bactérias que apresentaram maior resisténcia as
fraccdes das raizes bem como as fraccGes das folhas. Staphylococcus aureus foi a bactéria que
mais se demonstrou sensivel as fracgdes das raizes e a Streptococcus sp foi a bactéria que
apresentou uma maior sensibilidade as frac¢des das folhas. Os resultados obtidos no presente
trabalho vém confirmar de certa maneira a relacdo existente entre a utilizacdo da planta

Combretum molle na medicina tradicional como antimicrobiano e a sua composigao fitoquimica.
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I. INTRODUCAO

As plantas medicinais tém sido usadas durante séculos como remédios para doengas humanas e
oferecer uma nova fonte de compostos quimicos biologicamente activos como agentes
antimicrobianos. Estima-se que 14 — 28% de espécies de plantas superiores sdo utilizadas
medicinalmente e que 74% dos componentes farmacologicamente activos foram descobertos
ap6s o acompanhamento de uso de plantas medicinais (Nyenje, 2011). Os fitofarmacos tém sido
preparados e administrados de forma empirica, com falta de critério e conhecimento de efeitos
farmacoldgicos. A populacdo mogambicana ndo constitui excepgdo a esta regra apesar de possuir
certo conhecimento das plantas medicinais porem ainda € empirico e ndo formal. Apesar do
advento e da expansdo da medicina formal no pais, existe ainda uma grande dependéncia nos
preparados feitos pelos praticantes da medicina tradicional para a cura de doengas (Simone,
2001). Deste modo, o Governo de Mocambique, em colaboragdo com parceiros nacionais e
internacionais, fomenta a realizacdo de pesquisas que contribuem para o melhor conhecimento
das praticas médicas e avaliacdo de medicamentos tradicionais, bem como a potenciacdo do
ensino superior a desenhar actividades de formacdo e investigacdo nas areas de medicina e
farmacologia tradicional (MISAU, 2004).

A resisténcia bacteriana é um problema de salde publica com sérias consequéncias para a
sociedade, tais como, o aumento de morbilidade e mortalidade em hospitais com perdas
econdmicas para as instituicdes de salde por isso, nos dias de hoje, tem crescido a busca por
novos antibiodticos, pois o surgimento de cepas resistentes aos antibiéticos vem crescendo de
forma vertiginosa, dai a necessidade de encontrar novos farmacos que sejam mais eficazes no
combate as doencas (Sanchez et al., 2006). Desta forma, a utilizacdo de extractos vegetais tem
sido um bom caminho para a pesquisa de novas drogas contra microrganismos indesejaveis, visto
que alguns destes ja se encontram resistentes aos farmacos sintéticos de Gltima geracdo lancados
no mercado (Bonella et al., 2011). Estudos feitos por Nyenje (2011) na Africa do Sul sobre a
avaliagdo da actividade antimicrobiana dos extractos acetonicos, metandlicos, etanodlicos da
casca do caule de Combretum molle contra Streptococcus pyogenes, Plesiomonas shigelloides,

Pseudomonas aeruginosa, Helicobacter pylori, Helicobacter pylori, mostraram que o extracto
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acetonico foi o que apresentou maior actividade com didmetros de inibicdo 0 — 32mm e CIM de
0.078 — 5.0 mg/mL.

Estudos feitos por Saidu & Abdullahi (2011) sobre a composi¢do fitogquimica e actividade
antimicrobiana de extractos aquosos, etandlico e metandlico das folhas das plantas de
Combretum molle contra Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumonia e Escherichia coli, mostraram que a mistura dos extractos etantlico e metandélico
apresenta um grande sinergismo e possibilita 0 aumento da actividade antimicrobiana. Neste
contexto, no presente trabalho, pretende-se avaliar a actividade antimicrobiana dos extractos das
raizes e folhas de Combretum molle e comparar a sua eficacia frente a diferentes

microrganismos.
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Il. OBJECTIVOS

2.1. Objectivo geral
» Auvaliar o potencial antimicrobiano dos extractos das raizes e folhas da planta Combretum

molle

2.2. Objectivos especificos

> Realizar testes antimicrobianos dos extractos das raizes e folhas em estudo contra as
cepas de bactérias Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Streptococcus sp, Salmonela
sp.

> Realizar testes antifangicos dos extractos das raizes e folhas em estudo contra Candida
albicans

> Determinar a concentracdo inibitéria minima dos diferentes extractos das partes da planta
em estudo.

> Estabelecer uma comparacdo entre o potencial antimicrobiano dos extractos das raizes e
folhas de Combretum molle e estabelecer a correlagdo entre a composi¢do fitoquimica

dos extractos e a sua actividade antimicrobiana.
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I11. METODOLOGIA USADA

O presente trabalho obedeceu a seguinte ordem:

1. Revisdo bibliogréafica
A revisdo bibliogréafica focou-se na consulta de livros, revistas, artigos cientificos e publicacdes
na internet que abordam varios assuntos sobre Combretum molle sendo os principais 0s que

concernem a fitoquimica, boténica, farmacologia e microbiologia.
2. Parte experimental

a) Material vegetal

O p6 usado neste trabalho foi obtido do material vegetal colhido pela Candida Mavie no dia 20
de Julho de 2006 na regido de Xiboene, distrito de Moamba, provincia de Maputo. A
identificacdo foi feita no herbario do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de
Ciéncias da UEM, a partir de um exemplar da espécie n° 7987 (Mavie, 2007).

b) Preparacéo dos extractos brutos e fraccoes
Os extractos foram preparados pelo método de maceracdo sob agitacdo constante a temperatura

ambiente e as fraccGes foram obtidas por extraccao solvente-solvente.

c) Testes qualitativos de identificacdo de metabdlitos secundarios
Para a realizacdo dos testes de identificacdo dos metabdlitos secundarios, foram feitos testes

qualitativos colorimétricos e de precipitag&o.

d) Testes antimicrobianos
Os testes antibacterianos e antifingicos foram realizados usando o método de difusdo em agar

(método de Kirby-Bauer).
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e) Discusséo e interpretacdo dos resultados
A anélise dos resultados consistiu na comparacdo dos resultados obtidos, estabelecendo a
correlacdo entre os testes de sensibilidade microbiana e a composicéao fitoquimica das partes da

planta estudada. As conclusdes e recomendagOes foram feitas de acordo com os resultados
obtidos.
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IV. REVISAO BIBLIOGRAFICA
4.1. Descrigéo da planta em estudo

4.1.1. Combretum molle

Nome cientifico: Combretum molle
Nome vernacular: Xicucutsi
Reino: Plantae

Divisdo: Magnoliophyta

Classe: Magnoliopsida

Ordem: Myrtales

Familia: Combretaceae

Género: Combretum

Figura 1: Folhas de Combretum molle

4.1.2. Distribuicdo

E uma espécie predominante nas florestas abertas e savanas e com larga distribuicio na Africa
Austral, em paises tropicais e na Arabia. Também ocorre na Republica Centro Africana, Djibuti,
Eritreia, Etiopia, Gabdo, Quénia, Senegal, Somdlia, Suddo, Uganda, sul da Arabia Saudita,

Nigéria e 1émen.

Em Mocambique € distribuida em quase todo o territorio mas com maior predominancia nas

provincias de Maputo, Gaza, Zambézia, Nampula e Tete (Zucula, 2011).
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4.1.3. Descricéo taxonémica

Combretum molle pertence a familia Combretaceae, no género Combretum. E uma &rvore
angiospérmica de tamanho pequeno a medio, que alcanga os 10-20 m de altura. As folhas séo
estreitamente elipticas, normalmente com cerca de 60-100 mm de comprimento e 40- 60 mm de
largura. As flores sdo amarelas-esverdeadas, atractivas, de cheiro desagradavel. As frutas tém a
forma de asas e possuem geralmente 15-20 mm de comprimento e 15-20 mm de largura; quando
secas apresentam a cor castanha-avermelhada. Ocorre acima de uma gama extensiva de altitudes,
de nivel de mar para aproximadamente 1500 m, em bosque aberto. (Palgrave, 2002; Zucula,
2011).

4.1.4. Usos na medicina tradicional

O decocto das raizes de C. Molle ¢ utilizado contra ancilostomiase, dores de estdmago, picada de
cobra, lepra, febre, disenteria, inchaco geral do corpo e aborto, bem como para o inchaco do
abdomen, esterilidade e constipacdo. Muitas vezes, C. molle é misturado com outras espécies de
Combretum ou com outras espécies de plantas. Acredita-se que estes remédios feitos a partir de
misturas de espécies de plantas tém melhores efeitos curativos. A mistura de raizes de C. molle
com raizes de Annona chrysophylla ou Annona senegalensis € utilizada como um expectorante.
Hé& poucos relatos sobre o uso medicinal da casca do caule de C. Molle; uma suspensdo aquosa
da casca do caule é usada para gargarejar e € bebida para tratar a angina e o decocto da casca
interna é usado para o tratamento de problemas gastricos (Nyenje, 2011). Alguns praticantes de
medicina tradicional na provincia de KwaZulu-Natal, Africa do Sul alegam que decoctos,
infusdes e outros extractos de C. molle sdo remédios eficazes para o tratamento e controlo de
uma variedade de doengas humanas, tais como artrite e outras condi¢des inflamatorias (Ojewole,
2008).

4.2. Compostos isolados da familia Combretaceae
O éacido galico e seus derivados sdo constituintes comuns de plantas da familia Combretaceae.
Um grande numero de taninos foi isolado a partir das plantas do género Terminalia: por exemplo

a partir das folhas de T. Calamansanai foi isolado o elagitanino (Pettit et al., 1996).

Dois flavonoides a arjonolone e arjonone foram isolados a partir da T. Arjuna que é uma planta

muito usada na india e paises vizinhos no tratamento de doencas derivadas da insuficiéncia
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cardiovascular. A partir das folhas de C. Leprosum foram isolados também dois flavonoides 3-0-

metilquercetina e 3-0-a-L-ramnopiranosilquercetina (Martini et al., 2004).

A partir do extracto acetonico das frutas de C. molle foram isolados alguns triterpendides tais
como acido arjundlico, arjugenino e arjunglicésido. Duas flavanonas arjunolone (I) e arjonone
(11) foram isoladas a partir das folhas de C. Caffrum.

OH
H,CO
H,CO 0
HO
OCH,
o |

Figura 2: Alguns exemplos de flavanonas isoladas de Combretum caffrum.

H,CO OCH,
0
0 [

Rogers e Subramony (1988), isolaram acidos triterpénicos pentaciclicos a partir da folha de C.
Imberbe. O derivado glicosidico foi também isolado baseado no olean-12-en-29-oato aglicona,
foi dado o nome trivial &cido imbérbico. O acido arjundlico (IV), Arjugenino (V) e

arjunglicésido (111) foram isolados a partir das frutas de C. molle (Panzini, 1993).
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Figura 3: Alguns exemplos de triterpenoides isolados de Combretum molle

O extracto hexanico da fruta de C. apiculatum produziu um composto que foi identificado como
anti-oxidante, 2,6-di-terc-butil-4-metilfenol (VI1), também isolado a partir das folhas de C.
Zeyheri. Dos frutos de C. Zeyheri foram isolados acido (S)-3-amino-2-(3-aminometilfenil

propanoico (VI1) e (R)-3-(4-hidroxifenil)-2-metilaminopropandoico (VI11). (Panzini, 1993).
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OH H
H,C B C =l COOH
NH,
Vi CH,NH, Vil
NHCH;
HO CH_, B C —=a COOH
H VI

Figura 4: Alguns exemplos de compostos quimicos isolados de Combretum zeyheri
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4.3. Actividade antimicrobiana da familia Combretaceae

Em 20 espécies Combretum foram identificadas as actividades antihelmintica, antinflamatdria e
antiparasitaria. O extracto acetonico das folhas de C. Woodii apresentou melhores valores de
CIM em relacdo a cloranfenicol e ampicilina. O composto antibacterial combretastatina B5
isolado desta planta apresentou um valor de CIM de 16 pg/mL contra Staphylococcus aureus
(Angeh, 2006).

No seu trabalho de doutoramento, Martini isolou e caracterizou sete compostos antibacterianos
incluindo kaemferol, rhamnocitrina, quercetina-5,3-dimetiléter que demonstraram uma boa
actividade contra Vibrio Cholerae e Enterecoccus feacalis, com valores de CIM na escala de 25-
50 pg/mL. Rhamnocitrina e quercetina-5,3-dimetiléter apresentaram também resultados (25
pg/mL) contra Micrococcus luteus e Shigella sonei (Martini et al., 2004).

Estudos realizados por Arses et al. (2000) revelaram que o extracto acetonico do p6 das cascas
do caule da Combretum molle tem uma actividade antibacteriana contra Mycobacterium
tuberculosis causando uma completa inibicdo do crescimento do microrganismo nas

concentragdes maiores que 1 mg/mL.

Estudos feitos por Ouattara et al. (2006) demonstraram que os extractos hidrometandlicos das
raizes de Combretum glutinosum possuem uma actividade antimaléria inibindo o crescimento de

Plasmodium falciparum na concentragéo 5ug/mL.

4.4. Principais metabolitos secundarios da familia Combretaceae com actividade
antimicrobiana.
Os principais metabdlitos secundarios com ac¢do antifungica e antibacteriana sdo alcaldides,

flavonoides, taninos, glicésidos, isoprenoides e saponinas (Simon et al., 2008).
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4.4.1. Alcaldides

Os alcaloides sdo compostos organicos ciclicos que possuem um ou mais atomos de nitrogénio
em estado de oxidagdo negativo, séo sintetizados a partir do metabolismo dos seres vivos e
possuem distribuicdo limitada, o que exclui aminoécidos, hormonas, &cidos nucléicos e péptidos
(Morrison & Boyd, 2005). Devido a presenca do atomo de nitrogénio estes compostos
apresentam caracter basico, do qual se origina ndo apenas seu nome (Alcaldide = semelhante a
uma base) como também propriedades importantes tanto para metodos de extrac¢do, tanto no que
se refere a actividade bioldgica (Du Preez, 2012). Outros alcaléides importantes de origem
vegetal incluem a cafeina (XI), estimulantes viciantes, nicotina, codeina (IX), atropina, morfina
(X), ergotamina, cocaina, nicotina, berberina (XII) e efedrina. Aminoacidos actuam como
precursores para a biossintese de alcaléides com ornitina e lisina vulgarmente utilizados como

materiais de partida.

H,CO

IX
e
N N (@)
|
N N

CH

/ 3
H3C O ]

Figura 5: Estruturas de alguns alcaldides farmacologicamente importantes: codeina (1X)
morfina (X), cafeina (XI), berberina (XII)
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Alguns alcalbides sdo usados como potenciais agentes antimalaricos, antimicrobianos,
anticancerigenos, anti-inflamatorios, no tratamento de diabetes, como afrodisiacos,

vasodilatadores, antisépticos, cicatrizantes e estimulantes (Du Preez, 2012).

4.4.2. Flavonoides

Flavonoides sdo substancias aromaticas com 15 atomos de carbono (Cis) no seu esqueleto
bésico, sendo compostos fendlicos, que possuem nessa estrutura anéis aromaticos Cg-C3-Cq. O
esqueleto C;5 dos flavonoides é biogeneticamente derivado do fenilpropano (Cs-C3) e trés
unidades de acetato (Cg). Os flavonoides compdem uma ampla classe de substancias de origem
natural, cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. Entretanto, tais compostos possuem uma
série de propriedades farmacolégicas que os fazem actuar sobre sistemas biolégicos. (Yokozawa
etal., 1997).

Figura 6: Esqueleto basico de flavondides

De acordo com o grau de oxidacdo do fragmento C3 os flavonoides classificam-se em:
catequinas, leucoantocianidinas, antocianidinas, flavanonas, flavononois, chalconas, flavonas,
flavanois e auronas. Dos glicosideos flavonoides o mais conhecido e divulgado € a rutina (X1V)

e sua aglicona quercetina (XII1).
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Figura 7: Estrutura de flavanonol quercetina (XI11) e seu glicésido rutina (XIV).

Entre as vérias actividades bioldgicas reveladas por flavondides podemos citar: antimicrobiana,
antivirais, citotoxicas, antineoplasicas, antioxidantes, antihepatotdxicas, antihipertensivas,
hipolipidémicas, anti-inflamatorias. A accdo antimicrobiana dos flavonoides, provavelmente esta
relacionada com capacidade de complexar proteinas extra celulares e soltveis, bem como
estruturas da parede celular. Flavonoides mais lipofilicos podem actuar provocando o
rompimento de membranas microbianas. As actividades bioquimicas dos flavondides e de seus
metabolitos dependem da sua estrutura quimica e podem variar com substitui¢bes incluindo,
glicosilac@es, hidroxilagdes, malonilagdes, metilacdes, sulfatacdes e hidrogenacao. Flavondides e
isoflavonoides ocorrem comummente como esteres, éteres ou derivados glicosidicos ou ainda

uma mistura deles (Machado et al., 2008).
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4.4.3. Taninos

Taninos sdo compostos fendlicos muito reactivos quimicamente, que formam pontes de
hidrogénio intra e intermolecular. S&o soltveis em &gua e com peso molecular compreendido
entre 500 e 3000 Dalton, possuem a habilidade de formar complexos insollveis em agua com
proteinas, gelatinas e alcaldides (Monteiro et al., 2005). Os taninos podem ser classificados
como hidrolisaveis e ndo hidrolisaveis ou condensados. Os taninos hidrolisaveis por hidrélise
acida libertam &cidos fendlicos: galico, caféico, eladgico e um agucar. Os taninos condensados
com tratamento acido originam moléculas de elevado peso molecular e apenas uma pequena
quantidade de pequenas moléculas antocianidinas sdo produzidas (Carvalho, 2007). A Figura 8

apresenta-nos o acido galico (XV) e o acido elagico (XVI).

Hg/gig:f%i

XV

Figura 8: Estruturas de acido galico (XV) e acido elagico (XVI).
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Taninos condensados (taninos catéquicos, proantocianidinas), oligomeros e polimeros formados
pela policondensacdo de duas ou mais unidades de flavan-3-ol e flavan-3,4-diol (Figura 9). N&o

sdo hidrolisaveis e ndo sdo heterosideos (Carvalho, 2007).

OH OH
HO (@] R e \T/OH
' OH HO._ {fr\l/O\ N A SOH
10K k*[fA\v’]\OH
OH XVII OH XVIII

Figura 9: Estruturas de taninos condensados: epicatequina (XV1I) e galocatequina (XVIII)

Vérios estudos sobre actividade biolégica dos taninos demonstraram importante accao
antimicrobiana, antitumoral, anti-inflamatéria, antiséptica, antidiarreica, anti-HIV. Sup&e-se que
a actividade antibacteriana, antifingica e anti-inflamatdéria destes compostos € devido a
habilidade de complexar com outras moléculas, principalmente proteinas e polissacaridos
(Monteiro et al., 2005). Diversos substratos ricos em taninos conseguem inibir o
desenvolvimento dos fungos pertencentes aos géneros Aspergillus, Botrytis, Penicillium e
Trichoderma. Esta interaccdo é influenciada pela estrutura dos polifendis e das proteinas, pela

concentragéo relativa de ambos e pelas condi¢es do meio (Carvalho, 2007).

4.4.4. Saponinas

As saponinas, também chamadas saponosideos, formam um grupo particular de heterosideos
derivados dos triterpenos tetraciclicos. O nome provem do facto de formarem espuma abundante
quando agitadas na agua, a semelhanca do sabdo. Esta propriedade decorre de sua estrutura
quimica, na qual acucares sollveis estdo ligados a esterdides lipofilicos ou triterpénicos
(Harbone & Baxter, 1995).
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Elas reduzem a tensdo superficial da agua e causam, in vitro, a hemdlise de eritrocitos.
A classificacdo das saponinas geralmente é feita de acordo com o ndcleo fundamental aglicona,
podendo ser denominadas saponinas esteroidais ou saponinas tripterpénicas. As saponinas
esteroidais sdo encontradas quase que exclusivamente nas monocotiledoneas, ja as saponinas
triterpénicas encontram-se predominantemente nas dicotileddneas, principalmente nas familias
sapindaceae, sapotaceae, polygonaceae, caryophylaceae e araliaceae, como por exemplo
saponina esteroidal hecogenina(XIX) (Schenkel et al., 2001). As saponinas triterpénicas
pertencem a um grupo de compostos naturais que possuem um amplo espectro de actividades
bioldgicas e farmacoldgicas. A capacidade de produzir hemdlise € a sua actividade mais comum.
A actividade hemolitica das saponinas é parte integrante do sistema de proteccdo vegetal ou das
plantas contra ataques de predadores (bactérias, fungos, virus e insectos), estd associada ao
potencial antimicrobiano, antifingico e espermicida demonstrado por uma diversidade de plantas

e como exemplo temos a saponina triterpénica acido glicirrizico (XX) (Diniz, 2006).

XIX

HO COOH

XX

0]

lc. glucuronico - o - ac. glucuronico

Figura 10: Estruturas da hecogenina (X1X) e acido glicirrizico (XX).
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4.45. Terpenos

Os terpenos estdo entre os grupos mais difundidos e quimicamente diferentes dos produtos
naturais. Eles sdo hidrocarbonetos insaturados inflamaveis, existentes na forma liquida
comummente encontrados em Oleos essenciais, resinas ou oleoresinas. Terpenos incluem
hidrocarbonetos de origem vegetal, de formula geral (CsHg) n e sdo classificados como mono-,
di-, tri- e sesquiterpenos, dependendo do numero de atomos de carbono. Exemplos de
monoterpenos geralmente importantes incluem terpinen-4-ol, tujona, canfora, eugenol e mentol.
Os diterpenos (Cy) sdo classicamente considerados como resinas e o taxol, 0 agente anti-cancro,
¢ o exemplo comum. Os triterpenos (Csp) incluem esterdides e glicosideos cardiacos, com
actividade anti-inflamatéria, sedativa, insecticida ou actividade citotoxica. Terpenos sdo
classificados de acordo com o nimero de unidades de isopreno (XXI) envolvidas na formacéao
destes compostos.

XXI

Figura 11: Estrutura do isopreno (XXI)

O efeito antimicrobiano tem sido atribuido a pequenos terpenos, como o caso de mono e
sesquiterpenos. O mecanismo de acc¢do ainda ndo foi completamente entendido e determinado
mas supde-se estar associado ao caracter hidrofébico dos compostos, havendo um aumento de
energia nas membranas e perca da mesma pelas células microbianas, provocando uma alteracao

da variedade de sistemas enzimaticos e inactivagdo do material genético (Knaak e Fiuza, 2010).
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V. PARTE EXPERIMENTAL

5.1. Colheita do material vegetal

O p6 usado neste trabalho foi obtido do material vegetal colhido pela Candida Mavie no dia 20
de Julho de 2006 na regido de Xiboene, distrito de Moamba, provincia de Maputo. A
identificacdo foi feita no herbario do Departamento de Ciéncias Bioldgicas da Faculdade de
Ciéncias da UEM, a partir de um exemplar da espécie n° 7987 (Mavie, 2007).

5.2. Solventes e reagentes usados na extraccao e testes fitoquimicos

Tabela 1: Solventes e reagentes

Acetona Acetato de chumbo a 10%.

Alcool hidrometanélico HCl a 2%

Agua destilada Reagente de Mayer; (K2 [Hgly])
Cloroférmio Reagente de Dragendorff; (K[Bil4])
Eter de petroleo Reagente de Wagner ([1./K1])

n — Butanol Sulfato de sddio (Na,SO,) anidro.
NH;OH a 10 %. H,SO, concentrado

NaOH a 5%. Cloreto férrico a 2%

Acetato de magnésio a 5 %.
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5.3. Preparacéo dos extractos
O extracto e as fraccdes do pd das folhas e raizes foram obtidos aplicando o método de Martini

(2001) citado por Mavie (2007) com alguma modificacao.

150 g do po das folhas secas e raizes foram tratados com 500 mL de acetona durante 72 horas,
filtrou-se com papel de filtro Whatman (n° 1) e o filtrado foi concentrado no rotavapor.

O extracto acetdnico foi dissolvido na mistura de cloroférmio e dgua destilada (1:1) num baldo
de fundo redondo e transferido quantitativamente para um funil de separacdo, tendo sido

separado em fraccdo aquosa e fraccao cloroférmica.

A fraccdo aquosa foi misturada com igual volume de n-butanol e as duas fases foram separadas

no funil em fraccdo aquosa e fraccao butanolica.

A fraccdo cloroférmica foi concentrada no rotavapor e dissolvida com um volume igual da
mistura de éter de petroleo e metanol a 90%. Transferiu-se para funil de separacdo tendo sido
posteriormente separada em fracgdo de éter de petroleo e fracgdo hidrometandlica a 90%. Esta
ultima fraccdo foi diluida a 65% de metanol por adi¢do de agua destilada. A esta ultima fraccdo
adicionou-se igual volume de cloroférmio e separou-se as duas fases no funil de separacdo em

fraccdo cloroférmica e hidrometanodlica a 65%.
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5.4. Fluxograma
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5.5. Testes fitoquimicos

5.5.1. Teste de reconhecimento de flavonéides

a) Reaccdo com acido sulfarico concentrado

Tomou-se uma aliquota do extracto bruto, colocou-se num tubo de ensaio e adicionou-se 4 gotas
de &cido sulfarico concentrado. A formacao de uma solucdo vermelha no extracto € indicativa da

presenca de flavonoides.
b) Reaccdo com hidréxido de sédio a 5%

Diluiu-se 1 mL de extracto com agua destilada na proporcao de 1:2 e adicionou-se pela parede
do tubo 2 gotas de solugdo de hidroxido de sddio. O desenvolvimento de coloragcdo amarela que
varia de intensidade confirma a existéncia de flavondides. Esta reaccdo € genérica para

reconhecimento de flavonoides.
c) Reaccdo com cloreto de ferro (111) a 2%

Tomou-se 1 mL de extracto ligeiramente concentrado, diluiu-se com agua destilada na proporc¢éo
de 1:2 e, em seguida, adicionou-se pela parede do tubo duas gotas de cloreto férrico a 2%. O
desenvolvimento da cor que varia entre verde, amarelo-castanho e violeta é indicativo de teste

positivo de acordo com o tipo de flavonoides presentes.

5.5.2. Teste de reconhecimento de taninos e fenois
Os taninos foram testados usando o0s seguintes reagentes: acetato de chumbo a 10% e cloreto

férrico a 2%.
a) Reaccéo com acetato de chumbo a 10%.

Em um tubo de ensaio deitou-se 1 mL da solugéo extractiva diluida a uma proporgéo de 1:2 e

adicionou-se 2 gotas da solugéo de acetato de chumbo a 10%.

A formagéo de uma turvacédo e aparecimento de um precipitado castanho avermelhado volumoso

e denso significa teste positivo.
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b) Reaccéo com cloreto férrico a 2%.

Deitou-se cerca de 1 mL da solucdo extractiva num tubo de ensaio e adicionaram-se-lhe 5.0 mL

de 4gua destilada e duas gotas de cloreto de ferro a 2% escorrendo-o pela parede do tubo.

O aparecimento da coloracdo preta, verde, azul ou precipitado indica a presenca de taninos
conforme o tipo de estrutura quimica, enquanto o surgimento de coloracdo que varia entre azul e

vermelho é indicativo de fendis.

5.5.3. Teste de reconhecimento de saponinas
As saponinas foram testadas em diferentes frac¢Oes usando teste de espuma

Teste de espuma

Para testar as saponinas, deitou-se num tubo de ensaio 2 mL da solugdo extractiva e adicionou-se
5 mL de agua destilada e agitou-se energicamente por 3 minutos. Neste caso a formagdo duma

espuma persistente sugere a presenca das saponinas.

5.5.4. Teste de reconhecimento de triterpendides e esterdides

Reacc¢ao de Liebermann-Buchard

Para o ensaio de esterdides e triterpendides, deitou-se num tubo de ensaio 2 mL do extracto e
misturou-se 2 mL de cloroférmio. Em seguida filtrou-se a solucéo cloroférmica gota a gota em
um funil com algoddo coberto com 0.5 g de sulfato de sddio (Na,SO,4) anidro. De seguida,
adicionou-se 1 mL de anidrido acético e agitou-se suavemente, e adicionou-se pelas paredes do
tubo trés gotas de H,SO, concentrado e agitou-se suavemente. Coloracdo azul evanescente

seguida de verde, indicou a presenca de esterdides ou triterpendides respectivamente.

5.5.5. Teste de reconhecimento dos alcaldides livres
Os alcaldides foram testados em todos o0s extractos, usando reagente de Meyer
(tetraiodomercurato de potassio, K, [Hgls]), Wagner (iodo/iodeto de potassio, [I/KI]) e

Dragendorff (tetraiodobismutato de potassio, K[Bily].
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Dissolveu-se cada um dos extractos em 2.5 mL de HCI a 2% e aqueceu-se por 10 minutos. Apos
o resfriamento, filtrou-se em algoddo. Em seguida, dividiu-se a solucdo obtida em volumes

iguais, por 4 tubos de ensaio e posteriormente adicionou-se em cada tubo os seguintes reagentes:
Tubo 1 — Adicionou-se 3 gotas de reagente de Mayer;

Tubo 2 — Adicionou-se 3 gotas de reagente de Dragendorff;

Tubo 3 — Adicionou-se 3 gotas de reagente de Wagner

Tubo 4 — Testemunha.

Uma leve turbidez ou precipitado respectivamente roxo a laranja, branco a creme e marrom

evidencia a possivel presenca dos alcaldides.

5.5.6. Testes de Borntrager para reconhecimento de antraquinonas

a) Reaccdo com NaOH a 5%

Deitou-se em um tubo de ensaio 2,0 mL do extracto ligeiramente concentrado, adicionou-se 5,0
mL de cloroférmio e agitou-se. Deixou-se em repouso por 15 minutos. Recolheu-se a fase
cloroférmica e dividiu-a em dois tubos de ensaio. No primeiro tubo, adicionou-se 1,0 mL de
solucdo de NaOH a 5%.

A coloracdo roxa em fase aquosa indica a presenca de antraquinonas (Reaccao de Borntraeger).
No segundo tubo, adicionou-se 1,0 mL de solucdo de acetato de magnésio a 5 %.

A coloracdo roxa sugere a provavel presenca de antraquinonas livres.

b) Reaccdo com NH,OH a 10 %.

Deitou-se 1 mL de extracto ligeiramente concentrado num tubo de ensaio e adicionou-se 3 mL
de NH;OH a 10 %. A coloragédo résea, vermelha ou violeta sugere a provavel presenca das

antraquinonas.

Cuamba, Fernando Angelo Trabalho de Licenciatura UEM- 24



AVALIACAO DA ACTIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRACTOS DAS RAIZES E
FOLHAS DE COMBRETUM MOLLE

5.6. Testes antimicrobianos

Os testes antimicrobianos foram realizados no Laboratério de Microbiologia da Faculdade de

Veterinaria da UEM, onde o antibiograma determinou as concentragdes minimas inibitorias dos

extractos das plantas em estudo. Para realizacdo dos testes utilizou-se 0 método de difusdo em

disco.

5.6.1. Materiais e Reagentes

As tabelas mostram o material e reagentes utilizados para os testes antimicrobianos.

Tabela 2: Reagentes utilizados

Reagentes

Agua destilada

Etanol a 50%

Etanol a 70%

Tabela 3: Materiais utilizados

Materiais

Balanca analitica

Bico de bunsen

Estufa de secagem

Geleira

Auto-clave

Banho-maria

Espatula

Algodao

Pinca

Placas de Petri

Copos de Becker — 100 mL

Erlernmeyers — 1 L

Proveta graduada de 100 mL

Ansas bacterioldgicas

Micropipetas de 20 puL

Proveta graduada de 1L

Papel parafilm

Papel de aluminio
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5.6.2. Microrganismos

Tabela 4: Microrganismos estudados

Microrganismos

Bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus

Streptococcus sp

Bactérias Gram-negativas Salmonela sp

Escherichia coli

Fungo Candida albicans

5.6.3. Preparacao de meios de cultura
Para a preparagdo dos meios de cultura seguiram-se as especifica¢0es do fabricante,

- Agar Mueller Hinton (AMH): pesou-se 38 g em 1000 mL de &gua destilada;
- Agar Sabouraud Dextrose (ASD): pesou-se 25 g em 250 mL de agua destilada.

5.6.4. Dissolucdo em agua
Pesou-se uma quantidade do meio indicado pelo fabricante e deitou-se a agua destilada até

metade. Em seguida agitou-se e aqueceu-se no banho-maria até o meio liquefazer-se.

Apos a fervura deixou-se arrefecer um pouco e adicionou-se o restante da agua perfazendo o
volume e levou-se ao autoclave por 30 minutos a uma temperatura de 121°C. Deixou-se

arrefecer.

5.6.5. Distribuic@o de meios de cultura
Depois de retirados os meios do autoclave, distribuiu-se 0s mesmos nas placas de Petri com 90
mm de didmetro, tapou-se as mesmas e deixou-se arrefecer para permitir a solidificacdo do meio.

Esta etapa foi realizada perto de um bico de Bunsen para assegurar a esterilidade do mesmo.

Para confirmar a auséncia de bactérias e fungos, realizou-se a prova de esterilidade, onde as
placas foram incubadas a 37°C por 24 h. Se ndo houvesse crescimento de microrganismos apos
24 h de incubacdo o0 meio era considerado apto para ser usado.
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5.6.6. Conservacao do meio
As placas foram conservadas no frigorifico a uma temperatura de 5°C, com tampas viradas para

baixo e identificadas com 0 nome do meio e a respectiva data de preparacao.

5.6.7. Preparacao dos extractos com concentracio maxima “200 mg/mL”
Esta solucdo de 200 mg/mL foi preparada, pesando num frasco esterilizado 1 g do extracto bruto
e dissolveu-se em 5 mL do etanol a 50%.

5.6.8. Preparacéo dos discos
Na preparacdo dos discos usou-se papel de filtro limpo ”Whatman no 17, com auxilio dum
furador de papel comum, previamente limpado com alcool (etanol a 70%). Os discos preparados

foram acondicionados em placas de Petri.

Seguidamente, os discos foram impregnados com solugfes de diferentes concentragdes de
extractos previamente preparados, usando uma micro pipeta com volume de 20 pL para cada
disco. Apds a impregnacdo, secou-se 0s discos numa estufa a 37 °C e conservou-se num

frigorifico a 4°C. Estes discos foram usados para a determinacédo de sensibilidade.

5.6.9. Teste de sensibilidade aos antimicrobianos

Apds a preparacdo das placas com meios de cultura contendo Agar Mueller Hinton (AMH) para
bactérias e Agar Sabouraud Dextrose para fungos, seguiu-se a sementeira dos respectivos
microrganismos. Colocou-se nos discos de papel com 6 mm de didmetro contendo extractos com
concentracdo maxima de 200 mg/mL sobre os microrganismos e para 0 controle das bactérias
colocou-se na superficie do Agar Mueller Hinton (AMH) os discos com antibidtico
(Ciprofloxacina), e na superficie de Agar Sabouraud os discos com antibiético (Nistatina). Foram
incubadas por 24 h a 37 °C na estufa.

A inibicdo do crescimento bacteriano e fangico foi determinada pela medida dos halos ao redor
dos discos com auxilio duma régua, e foi expressa em mm. Este procedimento preliminar tinha

como objectivo identificar os extractos que eram activos contra 0s microrganismos.
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5.6.10. Determinacdo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

A Concentracdo inibitéria minima (CIM) foi determinada utilizando o método de difusdo em
disco. Os extractos com concentragdo méaxima que exibiram actividade antibacteriana e
antifungica nas folhas e raizes foram diluidos. Apo6s a incubagdo a 37 °C durante 24 h as

concentragdes mais baixas que ndo permitem a visualizacdo dos halos de inibicdo foram
consideradas como sendo as concentracgdes inibitorias minimas (CIMs).
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VI. RESULTADOS

6.1. Resultados obtidos na preparacgéo das fracgdes das folhas e raizes

Tabela 5: Quantidades obtidas das frac¢fes do pé das raizes e folhas de Combretum molle

Fracgses FBL FCL FHM FAQ FEP
Raiz (g) 217 2,95 1,08 0,65 0,85
Folhas (g) 2,53 2,39 0,91 1,83 0,81

6.2. Resultados dos testes fitoquimicos

Tabela 6: Resultados dos testes fitoquimicos nas frac¢des de raizes de Combretum molle

Metabdlitos Secundarios Fraccdes
FBL FCL FHM FAQ FEP

Saponinas + - - ¥ _
Flavondides + + + + +
Alcaldides - - - - -
Taninos + + - + -
Esteroides, Triterpenoides - + - - +
Antraquinonas + - - + -

(-) Ausente; (+) Presente
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Tabela 7: Resultados dos testes fitoquimicos nas frac¢des de folhas de Combretum molle

Metabolitos Secundarios

Fraccdes das folhas

FBL FCL FHM FAQ FEP
Saponinas + - + + _
Flavonoides + + + + -
Alcaldides - - - - -
Taninos + - + ¥ _
Esteroides, Triterpenoides - - - - +

Antraquinonas

(-) Ausente; (+) Presente

6.3. Resultados dos testes da actividade antimicrobiana

Os testes antimicrobianos permitiram identificar a ac¢do inibitdria dos extractos de Combretum

molle e a Ciprofloxacina e a Nistatina foram usadas para o controlo positivo.

Tabela 8: Resultados dos testes antibacterianos e antifingicos das raizes de Combretum molle

pelo método de difusdo em disco na concentracdo de 200 mg/mL (Halos de inibicdo em mm).

Microrganismos | Cipro. Nist. FHM FEP FBL FCL FAQ E.B.
Staphylococcus 20,0 - 50 2,0 7,0 1,0 2,0 7,0
aureus

Streptococcus sp 20,0 - 6,0 3,0 2,0 1,0 2,0 7,0
Salmonella sp 30,0 - 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 6,0
Escherichia coli 21,0 - 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 3,0
Candida - 15,0 1,0 2,0 6,0 1,0 2,0 7,0
albicans

Cipro — Ciprofloxacina; Nist — Nistatina
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Tabela 9: Resultados dos testes antibacterianos e antifangicos das folhas de Combretum molle

pelo método de difusdo em disco na concentracdo de 200 mg/mL (Halos de inibicdo em mm).

Microrganismos FHM FEP FBL FCL FAQ E.B.
Staphylococcus 4,0 1,0 2,0 3,0 1,0 1,0
aureus
Streptococcus sp 7,0 6,0 8,0 2,0 1,0 1,0
Salmonella sp 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Escherichia coli 0,0 2,0 0,0 0,0 0,0 0,0
Candida albicans 7,0 4,0 2,0 3,0 0,0 6,0

6.4. Resultados da determinacéo da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM)

As tabelas abaixo apresentam os resultados obtidos na determinagdo das concentracfes minimas
inibitérias dos respectivos extractos.

Tabela 10: Resultados dos testes antifungicos na determinacao da CIM dos extractos de raizes

de Combretum molle para C. albicans (halo de inibicdo em mm).

Extractos | 200mg/mL | 150mg/mL | 100mg/mL | 50mg/mL | 25mg/mL | 12,5mg/mL
E.B. 7,0 4,0 3,0 2,0 1,1 0
FBL 6,0 5,0 4,0 2,0 0 -

(-) Néo foi testado

Tabela 11: Resultados dos testes antibacterianos na determinacdo da CIM dos extractos de

raizes de Combretum molle para Staphylococcus aureus (halo de inibicdo em mm).

Extractos | 200mg/mL | 150mg/mL | 100mg/mL | 50mg/mL | 25mg/mL | 12,5mg/mL
E.B. 7,0 6,0 5,0 3,0 1 0
FHM 5,0 3,0 1,5 1,0 0 -
FBL 7,0 4,0 3,0 2,0 0 -
(-) Nao foi testado
Cuamba, Fernando Angelo Trabalho de Licenciatura UEM- 31




AVALIACAO DA ACTIVIDADE ANTIMICROBIANA DOS EXTRACTOS DAS RAIZES E

FOLHAS DE COMBRETUM MOLLE

Tabela 12: Resultados dos testes antibacterianos na determinacdo da CIM dos extractos de

raizes de Combretum molle para Streptococcus sp (halo de inibicdo em mm).

Extractos | 200mg/mL | 150mg/mL | 100mg/mL | 50mg/mL | 25mg/mL | 12,5mg/mL
E.B. 7,0 5,0 3,0 1,0 0 -
FHM 6,0 4,0 2,0 1,0 0 -

(-) Néo foi testado

Tabela 13: Resultados dos testes antifingicos na determinacdo da CIM dos extractos de folhas

de Combretum molle para C. albicans (halo de inibicdo em mm).

Extractos | 200mg/mL | 150mg/mL | 100mg/mL | 50mg/mL | 25mg/mL | 12,5mg/mL
E.B. 6,0 5,0 3,0 1,0 0 -
FHM 7,0 4,0 2,0 1,0 0 -

(-) Néo foi testado

Tabela 14: Resultados dos testes antibacterianos na determinacdo da CIM dos extractos de

folhas de Combretum molle para Streptococcus sp (halo de inibicdo em mm).

Extractos | 200mg/mL | 150mg/mL | 100mg/mL | 50mg/mL | 25mg/mL | 12,5mg/mL
FHM 7,0 6,0 5,0 3,0 0 -
FBL 8,0 6,0 4,0 3,0 1 0
(-) Néo foi testado
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VI1I. DISCUSSAO

Os testes fitoquimicos preliminares dos extractos das folhas e raizes da planta Combretum molle
revelaram a presenca de flavondides, taninos, saponinas e triterpendides mas com maior
predominancia para os flavondides e taninos. A presenca destas classes de metabdlitos

secundarios na Combretum molle € relatada na literatura (Simon et al., 2008).

Os flavonoides sdo os metabolitos secundarios mais predominantes tanto nas folhas e nas raizes,
dai que podemos atribuir a eles a principal actividade antimicrobiana pois estes compostos
sintetizados por plantas medicinais apresentam actividade antimicrobiana in vitro contra varios

microrganismos (Okigbo et al., 2009).

A fraccdo hidrometanodlica do extracto das folhas na concentracdo de 200 mg/mL apresentou
halo de inibicdo de cerca de 7.0 mm contra Streptococcus sp e Candida albicans. O destaque vai
para a fraccdo butandlica que apresentou o maior halo de inibicdo com cerca de 8.0 mm contra

Streptococcus sp.

Os estudos fitoquimicos realizados na fraccdo butandlica das folhas de Combretum molle que
apresentou o maior halo de inibicdo revelaram a presenca de flavondides, taninos e saponinas.
Andrade (2007), citado por Ismael (2010), relata que os taninos, os flavonoides e alguns
derivados fendlicos sdo as principais classes de metabdlitos secundarios com accao antiflngica e

antimicrobiana.

As fraccdes de éter de petrdleo, aquosa e o0 extracto bruto das folhas na concentracdo de 200
mg/mL apresentaram o menor halo de inibicdo com cerca de 1 mm contra Staphylococcus
aureus, tendo o extracto bruto e a fraccdo aquosa 0 mesmo resultado também para o
Streptococcus sp. e parcialmente contradizendo o que esta relatado em McGaw et al. (2000), em
que o0s extractos em concentracdes diferentes demonstraram — se inibidores da Staphylococcus

aureus.

O extracto bruto e fraccdo butandlica da raiz na concentracdo de 200 mg/mL apresentaram o
maior halo de inibicdo com cerca de 7.0 mm, tendo a fraccdo butandlica apresentado o halo
contra a Staphylococcus aureus e 0 extracto bruto contra a Staphylococcus aureus e

Streptococcus sp., indo de acordo com o que nos é relatado em McGaw et al. (2000).
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As fraccdes hidrometandlica e cloroférmica da raiz na concentracdo de 200 mg/mL apresentaram

0 menor halo de inibicdo com cerca de 1 mm contra a Candida albicans.

Para a determinacdo da concentracdo inibitéria minima foram seleccionadas as fraccGes que

apresentaram maior sensibilidade ao respectivo agente microbiano.

Para Candida albicans o extracto bruto das raizes foi o que apresentou a menor concentracao
inibitéria minima com cerca de 25 mg/mL. Por outro lado nas folhas a concentracdo inibitoria
minima foi de 50 mg/mL apresentada pela fraccdo hidrometandlica e extracto bruto. A raiz
apresentou nos testes fitoquimicos uma maior predominancia de triterpenoides, isto pode
justificar o seu menor valor de CIM pois segundo Lopez (2010) os terpendides apresentam uma
actividade antimicrobiana relacionada com a sua solubilidade lipidica que lhes permite interagir
com as biomenbranas dos microrganismos causando ruptura das células. A solubilidade destes
compostos nas biomenbranas permite lhes interagir nos canais ionicos, com os transportadores
de moléculas e nas membranas receptores, que conduz na mudanca na conformacéo e perca de

fungédo da mesma.

Para Streptococcus sp a fracgdo butandlica das folhas foi a que apresentou a menor concentracao
inibitéria minima, com cerca de 25 mg/mL. Por outro lado nas raizes a concentracdo inibitéria

minima foi de 50 mg/mL apresentada pela fraccdo hidrometandlica e o extracto bruto.

Para Staphylococcus aureus somente foram utilizadas fracgdes pertencentes a raiz, fraccao
hidrometandlica, fraccdo butandlica e o extracto bruto que apresentou a menor concentracao
inibitoria minima que foi de 25 mg/mL. Eloff (1999) relata uma concentracdo inibitéria minima

de 1.6 mg/mL para os extractos acetonicos das raizes de Combretum molle.

A Escherichia coli e Salmonela sp apresentaram uma grande resisténcia aos diferentes extractos
brutos e fracgbes, 0 que pode ser justificado por se tratarem de bactérias gram - negativas;
segundo Ismael (2010) que relata que a actividade antimicrobiana de compostos provenientes de
plantas medicinais parece ser mais eficiente a microrganismos gram - positivos do que para
gram — negativos pois 0s positivos apresentam uma parede bacteriana que normalmente nédo
restringe a passagem de moléculas toxicas enquanto que as bactérias gram - negativas

apresentam um sistema de barreira constituido pela membrana externa da parede bacteriana
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formada por lipolissacarideos, proteinas

e fosfolipidos que conferem uma maior

impermeabilidade aos agentes antibacterianos resultando numa maior resisténcia dessas bactérias
aos antibidticos.
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VI11. CONCLUSOES E RECOMENDACOES

8.1. Conclusoes

A partir do estudo fitoquimico preliminar dos extractos brutos e fracgdes das raizes e folhas de
Combretum molle, dos testes de actividade antifungica contra Candida albicans e dos testes de
actividade antibacteriana contra Staphylococcus aureus, Streptococcus sp, Escherichia coli e
Salmonela sp pode-se concluir o seguinte:

O estudo fitoquimico preliminar realizado sobre as fraccGes do p6 das raizes de Combretum

molle revelou a presenca de flavondides, taninos, saponinas, antraquinonas e triterpendides.

Para o p6 das folhas de Combretum molle os testes fitoquimicos revelaram a presenca de

flavonoides, saponinas, taninos e triterpendides.

Escherichia coli e Salmonela sp foram as bactérias que apresentaram maior resisténcia as
fracces das raizes bem como as fraccdes das folhas, tendo s6 o extracto bruto nas raizes e a

fraccdo de éter de petroleo apresentado alguma sensibilidade.

Staphylococcus aureus foi a bactéria que mais demonstrou ser sensivel as fraccBes das raizes, a

butandlica e hidrometandlica. O extracto bruto da raiz também apresentou uma boa actividade.

Streptococcus sp foi a bactéria que apresentou uma maior sensibilidade as fraccBes das folhas,

sendo elas a butandlica e hidrometandlica.

Os resultados dos testes antiflngicos contra Candida albicans demonstraram que as fracgdes das
folhas de Combretum molle tém maior actividade antifugica comparando com as fracgdes da

raiz, tendo a frac¢do hidrometanolica apresentado o maior halo de inibic&o.

Os resultados obtidos no presente trabalho sobre o estudo fitoquimico e a actividade
antimicrobiana evidenciaram a possivel utilizacdo dos extractos desta planta no controlo de
patogénicos e comprovam 0 seu uso na medicina tradicional para o tratamento de doencas de

origem microbiana.
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8.2. Recomendaces

Embora os resultados contribuam para a caracterizacdo da actividade antimicrobiana da planta,
recomenda-se o0 isolamento dos compostos biologicamente activos e posteriormente a analise
antimicrobiana, visto que podem servir como base de estudo para a pesquisa de novos

antibioticos.

Recomenda-se a realizacdo de um estudo fitoquimico apurado para o isolamento e quantificacdo

dos metabdlitos secundarios existentes nesta planta.

Recomenda-se incentivar a aplicacdo de extractos vegetais como antibioticos pois sdo de menos

custos, com menores efeitos adversos e colaterais ao homem.

Recomenda-se também uma melhor coordenacgdo entre as instituicdes ou Orgdos responsaveis
pela pesquisa e estudo das diferentes espécies Mogambicanas com propriedades antimicrobiana e

0s hervanarios para aumentar e melhorar 0 nosso acervo.
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Anexos
Anexo 1.

Fotografia do aparelho usado para concentrar 0s extractos brutos.

Anexo 2.

Fotografia do antibiograma de Candida Albicans, 24h apds incubacéo
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Anexo 3.

Fotografia da estufa utilizada para esterilizar o material utilizado nos testes de sensibilidade
microbioldgica.
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