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RESUMO

Cereus jamacaru DC, popularmente conhecido como mandacaru, é utilizado pela populacdo
na alimentacéo e para fins medicinais no combate ou prevengdo de doencas, como males do
coragdo, vitiligo, eliminacdo de calculo renal e inflamacdo da prostata. Esta pesquisa tem
como objetivo realizar a caracterizacao fisico-quimica, investigar a composi¢do quimica e o
potencial antioxidante e antimicrobiano dos cladddios de dez individuos de Cereus jamacaru
coletado na estacdo experimental do INSA. As drogas vegetais foram submetidas a
caracterizagdo fisico-quimica para determinacdo da granulometria, densidade, pH, teor de
cinza e de umidade, bem como a extragdo com etanol para producdo dos extratos brutos. Os
extratos etandlicos (CJEO1- CJE10) obtidos foram submetidos ao screening fitoquimico
qualitativo a analises por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE) e a avaliacdo da
atividade antioxidante pelos métodos DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), ABTS (2,2—
azinobis-3-etl-benzotiazolina-6-acido sulfénico), CAT (Capacidade Antioxidante Total), PR
(Poder Redutor), SRSA (Ensaio de Eliminagdo de Radicais Superoxido) e atividade
antimicrobiana pelo método de microdiluicdo frente as cepas Staphylococcus epidermidis,
Escherichia coli, Listeria monocytogenes e Staphylococcus aureus. Foi realizado o
fracionamento cromatografico dos extratos visando o isolamento dos constituintes bioativos.
Os pbs dos cladddios foram classificados como semifinos de dificil escoamento, pH
relativamente &cido, manteve-se o teor de cinzas e umidade permitido pela Farmacopeia
Brasileira, exceto para os individuos CJE02, CJEO3 e CJEO4. As medidas de densidade
permitiram classificar o pé de CJE01-CJE10 como de fluxo baixo. O screening fitoquimico
dos extratos mostrou resultados positivos para taninos, esteroides/triterpenoides e alcaloides,
corroborando com dados obtidos no levantamento bibliografico feito para a referida espécie.
A andlise por CLAE permitiu a identificacdo do &cido galico, &cido p-hidroxibenzoico, &cido
trans-feralico e acido p-cumarico. O fracionamento cromatografico dos extratos forneceu uma
mistura contendo trés substancias, identificadas como lupeol, germanicol e o octadecanol,
ap6s anélises dos dados de RMN de *H e de **C, utilizando técnicas uni e bidimensionais.
Estas substancias estdo sendo relatadas pela primeira vez para a espécie C. jamacaru. Todos
o0s extratos exibiram atividade antioxidante para todos os métodos, sendo que 0s mais ativos
foram CJEO1 (84,29 pg mL™) e CJE06 (62,78 pg mL™) para o método SRSA. Nos testes de
atividade antimicrobiana foram observadas excelentes atividades do CJEOL e CJEQ6 frente as
cepas de E. coli e L. monocytogeneses, com MIC 4ugmL™ e 32 uygmL™, e 4 ugmL™ e 16 ug
mL™, respectivamente, semelhante ao do antibidtico tetraciclina usado como padrdo. Dessa
maneira, a pesquisa contribuiu para o estudo etnofarmacoldgico e fitoquimico da espécie
Cereus jamacaru, concluindo-se que os cladddios possuem compostos fendlicos, com
capacidade antioxidante e antimicrobiana potente, podendo ser transformado em um
fitoterapico.

Palavras-chave: Mandacaru. Fitoquimica. Antioxidantes. Atividade antimicrobiana.
Variabilidade quimica.



ABSTRACT

Cereus jamacaru DC, popularly known as mandacaru, is used by the population in food and
for medical purposes in fighting or preventing diseases, such as heart disease, vitiligo,
elimination of kidney stones and inflammation of the prostate. This research aims to carry out
the physical-chemical characterization, investigate the chemical composition and the
antioxidant and antimicrobial potential of the cladodes of ten individuals of Cereus jamacaru
collected in the INSA experimental station. vegetable drugs were subjected to physical-
chemical characterization to determine granulometry, density, pH, ash and moisture content,
as well as extraction with ethanol to produce crude extracts. The ethanolic extracts (CJEO1-
CJE10) obtained were subjected to qualitative phytochemical screening to analyzes by High
Performance Liquid Chromatography (HPLC) and to the evaluation of antioxidant activity by
the methods DPPH (2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl), ABTS (2,2-azinobis-3-etl-
benzothiazoline-6-sulfonic acid), CAT (Total Antioxidant Capacity), PR (Reducing Power),
SRSA (Superoxide Elimination Test) and antimicrobial activity by the microdilution method
against strains Staphylococcus epidermidis, Escherichia coli, Listeria monocytogenes and
Staphylococcus aureus. Chromatographic fractionation of the extracts was carried out in order
to isolate the bioactive constituents. The cladodes' powders were classified as difficult to
flow, relatively acidic pH, the ash and maintained the moisture content allowed by the
Brazilian Pharmacopoeia, except for individuals CJE02, CJEO3 and CJEO4. The density
measurements made it possible to classify the CJE01-CJE10 powder as low flow. The
phytochemical screening of the extracts showed positive results for tannins,
steroids/triterpenoids and alkaloids, corroborating with data obtained in the bibliographic
survey done for that species. HPLC analysis allowed the identification of gallic acid, p-
hydroxybenzoic acid, trans-ferulic acid and p-coumaric acid. The chromatographic
fractionation of the extracts provided a mixture containing three substances, identified as
lupeol, germanicol and octadecanol, after analysis of the *H and **C NMR data, using uni and
bidimensional techniques. These substances are being reported for the first time for the
species C. jamacaru. All extracts exhibited antioxidant activity for all methods, the most
active of which were CJEOL (84.29 ug mL™) and CJE06 (62.78 pg mL™) for the SRSA
method. In the tests of antimicrobial activity, excellent activities of CJEO1 and CJE06 were
observed against strains of E. coli and L. monocytogeneses, with MIC 4pug mL™ and 32ug
mL™?, and 4pg mL™ and 16pug mL™, respectively, similar to the tetracycline antibiotic used as
a standard. In this way, the research contributed to the ethnopharmacological and
phytochemical study of the species Cereus jamacaru, concluding that the cladodes have
phenolic compounds, with powerful antioxidant and antimicrobial capacity, and can be
transformed into an herbal medicine.

Keywords: Mandacaru. Phytochemistry. Antioxidants. Antimicrobian activity. Chemical
variability.
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1. INTRODUCAO

As plantas medicinais sdo elementos que constituem parte da biodiversidade e sdo
utilizadas ha décadas pela humanidade no tratamento de doencas e alivio de dores. O uso
através da ingestdo de chas tem sido considerado como uma das primeiras formas de uso dos
produtos naturais (FIRMO et al., 2011). Os estudos quimicos, farmacologicos e clinicos
constituem a base dos mais conceituados e antigos medicamentos, como digitoxina, morfina,
quinina, aspirina entre outros (VIEGAS JR & BOLZANI, 2006).

A investigacdo quimico-farmacoldgica tem como meta desenvolver fitoterapicos e
fitofarmacos que vém se expandindo cada vez mais no mercado farmacéutico. Desta forma,
pesquisas a partir de extratos organicos vegetais promovem beneficios expressivos para as
populacbes que utilizam plantas como recursos medicinais, fundamentando sua utilizagéo e
garantindo a qualidade, eficacia e seguranca do uso destas drogas, de origem vegetal,
empregadas na medicina popular.

O Brasil é tido como o pais com uma das maiores diversidades de flora do mundo,
com enorme numero de espécies vegetais, que se adaptam a regides aridas, e possuidor de
biomas exclusivos, tal como a Caatinga. A Caatinga € uma ecorregido seca, rica em
biodiversidade vegetal e amplamente distribuida no Nordeste do Brasil, além disso, é
considerada o terceiro centro de diversidade das varias espécies de cactaceae. (ZAPPI et al.,
2011; MACIEL et al.,2016; DUTRA et al., 2018).

As plantas da familia cactaceae fazem parte do elenco de plantas medicinais do
semiarido, sendo utilizadas na medicina tradicional no tratamento de doencas
gastrointestinais, respiratdrias e inflamacdo da préstata (AGRA et al., 2007; MACIEL et
al.,2016). O Cereus jamacaru € um cacto da familia cactaceae utilizado para fins medicinais,
no tratamento de afeccles respiratorias, renais, Ulceras estomacais, bronquite, debilidade
fisica, males do coracdo dentre outras (AGRA et al.; 2007; SILVA & ALVES, 2009). A partir
deste cacto e outras espécies, foi desenvolvido recentemente no Brasil um fitoterapico
composto, conhecido por “Flor da Noite Composta”, registrado na ANVISA (Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria), com indicacdo para tratamento de menopausa (BRASIL,
2019).
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Neste contexto, foi realizada uma pesquisa na literatura sobre estudos envolvendo a
caracterizacdo fisico-quimica, composicdo gquimica e as propriedades farmacologicas de C.
jamacaru e percebeu-se que estudos incluindo a quimica sdo bastante incipientes,
especialmente, tratando-se do conjunto das espécies estudadas. Desta forma, é importante
aprofundar estudos cientificos, na investigacdo desta espécie, para alicercar seu uso na
medicina popular tradicional, comprovando a agdo farmacoldgica. De facil acesso, esta em
constante reproducdo no territério nacional, sem nenhuma interferéncia humana.

Baseado nisso surgiu a necessidade de investigar a composicdo quimica de uma
populacdo de C. jamacaru pertencente a estacdo experimental do Instituto Nacional do
Semiérido (INSA), Campina Grande, PB, para observar a similaridade ou varia¢do da droga

vegetal, a composicdo quimica e o potencial antioxidante e antibacteriano dos individuos.
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2.0BJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a composi¢do quimica de uma populacdo de C. jamacaru, visando uma

analise detalhada dos constituintes quimicos, que possam justificar atividades antioxidante e

antimicrobiana.

2.2 Objetivos especificos

v

Coletar dez individuos de uma populagédo de C. jamacaru da estacdo experimental
do INSA;

Realizar a caracterizacdo fisico-quimica (granulometria, pH, densidade, teor de
cinzas e teor de umidade) do material vegetal dos dez individuos de C. jamacaru;
Preparar extratos etanolicos usando extrator acelerado por solvente, a partir do
material vegetal dos dez individuos de C. jamacaru;

Fazer o estudo fitoquimico dos extratos a partir do Screening qualitativo para
identificacdo das principais classes dos metabolitos secundarios ai presentes;
Utilizar métodos cromatogréficos (CC, CCD) para o isolamento dos compostos
quimicos;

Avaliar o perfil cromatografico dos extratos por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE);

Isolar e identificar a estrutura dos metabolitos secundarios presentes nos extratos
pelas técnicas de RMN de *C, de *H, uni e bidimensionais;

Avaliar a atividade antioxidante dos extratos pelos métodos de DPPH, ABTS,
CAT, PR e SRSA,;

Avaliar a atividade antimicrobiana dos extratos frente as cepas Staphylococcus
epidermidis, Staphyilococcus aureus, Escherichia coli e Listeria monocytogenes

pela concentracdo inibitoria minima (CIM).
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3. FUNDAMENTACAO TEORICA

3.1 Plantas medicinais e metabolitos secundarios

As plantas medicinais sdo espécies vegetais utilizadas pela populacdo cujo
conhecimento etnofarmacol6gico consiste num dos recursos terapéuticos mais utilizados por
comunidades e grupos étnicos dos mais antigos entre a espécie humana (MACIEL et al.,
2002). O uso de plantas no tratamento e/ou cura de doencas esté ligado geralmente a fatores
socioecondmicos, devido ao alto custo de farmacos industrializados e a falta de assisténcia
médica para a populacdo (DUTRA, 2019). Desta forma, essa fonte de substancias ativas,
tornou-se alvo de interesse farmacéutico para o desenvolvimento de novas drogas.

A medicina popular oferece cada vez mais contribuicdes ao homem devido a
experiéncias vividas e praticas médicas de teor empirico, atraves de influéncias presentes nos
contextos sociocultural, econémico e fisico ai coexistentes (ALBERTASSE et al., 2010).

As plantas produzem extensa e diversa ordem de substancias organicas que estdo
divididas em metabdlitos priméarios (responsaveis pela sintese de celulose, proteinas, lipideos)
e secundarios (PEREIRA & CARDOSO, 2012; SIMOES et al., 2017).

Os metabdlitos secundarios sdo micromoléculas, presentes em plantas e micro-
organismos, que possuem um papel importante na adaptagdo de organismos Vvivos em
condicBes ambientais ao qual estdo sujeitos (SIMOES et al., 2017). S&o reconhecidos quanto
a acdo bioldgica e farmacoldgica como fonte de substancias ativas, geralmente, possuem
estrutura complexa, baixo peso molecular, atividade bioldgica marcante e, em alguns grupos
de plantas, baixa concentracdo (SIMOES et al., 2017; SILVA et al., 2019). Possuem uma
interacdo quimica sobre as plantas e o ambiente em volta, no entanto, sua sintese é quase
sempre afetada por condi¢cdes ambientais (NETO et al., 2007).

Os metabdlitos secundarios despertam enorme interesse dos pesquisadores, devido a
atividade biologica exercida pelas plantas, mas também pela atividade farmacoldgica que
possuem. Muitos sdo importantes comercialmente nas areas de perfumaria, farmacéutica,
alimenticia, agronémica, dentre outras (PEREIRA & CARDOSO, 2012). Os metabolitos
secundarios vegetais vém se destacando na area farmacoldgica em consequéncia de seus
efeitos bioldgicos sobre a salde humana, tais como antioxidante, anti-inflamatorio,

antimicrobiano e antivirais (FUMAGALI et al., 2008). Sdo classificados como compostos
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fendlicos, alcaloides, esteroides, flavonoides, triterpenoides e saponinas e, neste trabalho,
serdo destacados alguns dos grupos de metabolitos secundarios, conforme descrito abaixo.

Os flavonoides constituem uma importante classe de polifendis, que possuem um ou
mais nucleos aromaticos, com substituintes hidroxilados e/ou derivados funcionais. Sendo que
0s representantes desta classe possuem em seu nucleo fundamental 15 4tomos de carbono,
constituido por duas fenilas unidas por uma cadeia de trés carbonos entre elas.

Os alcaloides sdo encontrados em diversos grupos de plantas, compostos derivados de
aminoécidos, que apresentam um &tomo de nitrogénio dentro ou fora do heterociclico
(SIMOES et al., 2017).

Os terpenoides, também conhecidos como terpenos, formam uma ampla classe de
metabdlitos secundarios, constituidos por unidade de isopreno (2-metilbutadieno) (C5)
ligados pela condensacdo cabeca-cauda. A partir dessa via sdo obtidos blocos de construcao,
como monoterpenos (C10), sesquiterpenos (C15), diterpenos (C20), triterpenos (C30) e
tetraterpenos (C40) (SIMOES et al., 2017; BRITO, 2018).

Os triterpenoides sdo classificados de acordo com o esqueleto estrutural e as estruturas
mais importantes sdo as que possuem o0s esqueletos do eufano e damarano (triterpenos
tetraciclicos) e do ursano, lupano e oleano (triterpenos pentaciclicos), conforme mostrado na
Figura 1. A principal diferenca entre os triterpenos lupanos e oleanos é o quinto anel; nos
lupanos esse anel é pentagonal e nos oleanos € hexagonal.

As propriedades bioldgicas dos triterpenoides sdo diversas, apresentam efeitos
hepatoprotetores, antibioticos, analgésicos, anti-infimatorios, imunomoduladores entre outros.
Os triterpenos pentaciclicos, estruturas com trinta &tomos de carbonos e cinco anéis, podem
dividir-se nos principais grupos: ursano, lupano e oleano. O ursano e oleano apresentam cinco
anéis hexagonais e o lupano quatro hexagonais e o quinto anel pentagonal. Possuem potencial

antioxidante, antitumoral, anti-inflamatério, antimicrobiano e antidepressivo (NUNES, 2013).
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Figura 1- Estruturas moleculares do eufano e damarano (triterpenos tetraciclicos) e do
ursano, lupano e oleano (triterpenos pentaciclicos).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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3.2 Familia Cactaceae

A familia cactaceae possui cerca de 120 géneros e aproximadamente 1480 espécies,
das quais mais de duzentas sdo consideradas endémicas do territorio nacional (BARBOSA et
al., 2017). Em termos de biodiversidade encontra-se nos biomas da Amazonia, Caatinga,
Cerrado, Mata Atlantica, Pampa e Pantanal, mas possui maior distribui¢do na regido Nordeste
(ZAPP et al., 2011).

E considerada uma das familias mais ameacadas no reino vegetal, porém, possui papel
importante na sociedade devido ao seu uso na ornamentacdo de ambientes, alimentacao tanto
de animais quanto de humanos e, principalmente, seu uso medicinal no tratamento de
inflamacg&o da prostata, doencas gastrointestinais, urinarias e infecgdo dos rins (ZAPPI et al.,
2011; MACIEL et al., 2016; GARCIA et al., 2019). Possui propriedades farmacoldgicas
experimentalmente comprovadas destacando-se as atividades antimicrobiana, antioxidante e
antidlceras (DAVET et al., 2009; TANAKA et al., 2010; DUTRA et al., 2018).

Entre as espécies mais encontradas na familia cactaceae estdo: Cereus jamacaru
(mandacaru), Pilosocereus gounellei (xique-xique), Pilosocereus pachycladus (facheiro),
Melocactus bahiensis (coroa de frade) (CAVALCANTI & RESENDE, 2007). No Brasil,
Cereus jamacaru, Quiabentia zehntneri e Pilosocereus pachycladus subsp. Permambucoensis
S80 espécies que conseguem se autoregenerar, mesmo que em sSeu habitat existam
perturbacgdes, tais como desmatamento, coleta ilegal, construcdo de rodovias dentre outras
(ZAPPI et al., 2011).

O género Cereus, um dos mais importantes da familia cactaceae, o quinto maior do
Brasil, possui 34 espécies, nas quais 18 delas sdo nativas, destas, oito sdo endémicas do
Semiarido brasileiro (Batista et al., 2018). Essas espécies sdo distribuidas, principalmente, na
regido Nordeste, e representadas por arvores ou arbustos (ZAPPI et al., 2011). Algumas
dessas plantas sdo utilizadas na medicina tradicional no tratamento da eliminacéo de célculos
renais e contra o vitiligo (SOUZA et al., 2015). A maioria das plantas do género Cereus é
frequentemente conhecida por mandacaru e utilizada para fins ornamentais, medicinais e na

alimentacdo humana e animal (ZAPPI et al., 2011).
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3.3 Uso etnofarmacologico, atividades bioldgicas e estudos fitoquimicos do género Cereus

Tendo em vista a importancia medicinal das plantas da familia cactaceae, efetuou-se
uma minuciosa revisdo bibliografica do uso etnofarmacoldgico, atividades bioldgicas e
estudos fitoquimicos dos géneros Cereus visando uma sistematizacdo dos dados.

Na Tabela 1 esta descrita a importancia etnofarmacoldgica, atividades bioldgicas e
estudos fitoquimicos relatados para o género Cereus. Desta forma, na revisdo foi possivel
verificar cada parte estudada da planta, uso etnomedicinal das espécies pela populacéo,
atividade bioldgica presente e as classes de metabdlitos secundarios identificadas em cada
espécie. As partes mais estudadas foram os cladodios, frutos, caule e raizes, e sdo muito
utilizadas pela populacdo no tratamento de diarreia, inflamacdes, infec¢bes de figado e rins.
As principais atividades biologicas relatadas para os extratos hidroalcodlico e alcodlico foram
antioxidantes, antimicrobianas, antiGlcera, gastroprotetora e anti-helmintico, o que pode

justificar o uso medicinal destas plantas.



Tabela 1- Usos etnofarmacologicos, atividades bioldgicas e estudos fitoquimicos preliminares dos géneros Cereus

Classe de compostos

Espécie Parte Estudada Uso medicinal Extrato Atividade Identificados Referéncia
Cladodio e fruto - Hidroalcoolico An'gloxu.iante- e efeitos Flavonoides totais Dutra et al., 2019.
antiproliferativos
- . s .. - Alcaloide, antraquina,
Cladédio Anti-hipertensivas,  diuréticas e Etanolico Anti-inflamatoria ® | flavonoides, taninos e | Lima, 2019.
anticonstipantes antinociceptiva .
saponina
Hastes Prob_lemas estomacais, complicacdes Etanblico i i Brito, 2018.
renais e mordida de cobra
Cladédio - Hidroalcodlico Antioxidante Cumarina e fendlico Dutra et al., 2018.
. Males do coracéo, diuréticos - Antimicrobiana .
_ Partes aéreas e afeccdes do aparelho respiratorio Alcoolico - Silva et al., 2017.
Cereus jamacaru - . .
Frutos - Fendlico Antioxidante Polifenois Melo et al., 2017.
Hastes Males do coracao e diuréticos Etandlico Antimicrobiana - Davet et al., 2009.
Cladodio _Clcatrlzaf;a}o de feridas e anti- Metanolico - Flavonoides e taninos Araujo et al., 2008.
inflamatorio
Ramos e Folhas - Metanélico Anti-helmintica - Yousif et al., 2007.
Hastes Infeccdo de figado, rins. Etandlico - Fendis Almeida et al., 2005.
Hastes Males do coracéo e diuréticos Hidroalcoolico Antimicrobiana Alcaloides e esteroides | Davet, 2005.
Cereus _ Frutos Cpntra V|t|I!go e eliminacdo de Aquosg e Antioxidante Taninos e fendis totais Souza et al., 2015.
fernambucensis calculos renais Metanélico
Qereus . Frutos - Metanol e Antioxidante Compostgs fenglicos Pereira et al., 2013.
hildmannianus Acetona Carotenoides
Cereus peruvianus | Hastes - Hidroalcoolica Antillcera - Tanaka et al., 2010.
Cereus Cladédios - Etanol e acetona | Antioxidante - Petera et al., 2015.

triangularis

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Como se pode observar na Tabela 1, até 0 momento foram estudadas apenas plantas de
cinco espécies do referido género: Cereus fernambucensis, Cereus hildmannianus, Cereus
peruvianus, Cereus triangularis e Cereus jamacaru. Entre elas, C. jamacaru foi a espécie
mais estudada, com sete trabalhos sobre fitoquimica, trés isolamentos e trés identificacbes de
compostos.

As principais classes de constituintes quimicos encontradas foram flavonoides,
taninos, cumarinas, fenois e polifenois. A presenca desses compostos, especialmente, os
fendlicos sdo responsaveis pela atividade antioxidante das espécies estudadas (DUTRA et al.,
2018; MELO et al., 2017). Os frutos e vegetais sdo considerados como uma das principais
fontes de antioxidantes naturais, estando o0 seu consumo associado a baixos riscos de doencas
cardiovasculares, diabetes, deficiéncia do sistema imunoldgico, entre outros (BRITO, 2015).

Para a espécie Cereus jamacaru destacam-se trabalhos envolvendo as atividades
antioxidante e antimicrobiana, tais como o de Dutra et al. (2018), que mostrou a atividade
antioxidante do extrato hidroalcodlico dos cladddios, coletado em setembro de 2016 e, a
presenca de cumarina, tiramina e flavonol no estudo fitoquimico preliminar, que justificam tal
atividade. O estudo desenvolvido por Davet et al. (2009), com as partes aéreas de C.
jamacaru, coletados em janeiro de 2003, avaliou a atividade antimicrobiana frente as cepas de
Streptococcus epidermides, Staphylococcus coli, Streptococcus pyogenes, Staphylococcus
aureus, Proteus mirabilis, Pseudomonas aeruginosas, Klebsiella pneumoniae e Salmonella
thyphimurium mostrou que a atividade antimicrobiana esta relacionada com a presenca de
esteroides. Silva et al. (2017) confirmou a atividade antimicrobiana do extrato alcoolico das
partes aéreas do C. jamacaru frente as cepas Staphylococcus aureus, Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella pneumoniae, Candida albicans, Salmonela sp e Proteus
sp. Esses trabalhos ressaltam o potencial antimicrobiano da referida espécie.

Para a atividade antioxidante, Brito (2015) destaca em seu trabalho que pode estar
associada ao elevado nimero de compostos fendlicos hidroxilados os quais sdo tidos como
antioxidantes primarios, que agem retirando ou desativando os radicais livres. A polpa do
fruto de C. jamacaru possui compostos com capacidade antioxidantes, como esteroides,
fenois, aminoacidos, flavonoides, cumarinas, antraquinonas alcaloides, fenil propanoides e
compostos como acidos carboxilicos. A polpa ndo apresenta também citotoxicidade.

Morais (2013), ao estudar as hastes de C. jamacaru, avaliou a agdo antioxidante
obtendo a sintetizacdo de polissacarideos bioativos com potencial antitumoral e antioxidante.
Yousif et al., (2007) Silva et al., (2017); Dutra et al., (2019) estudando os ramos, partes aéreas

e cladodios de extratos de C. jamacaru confirmaram atividades antioxidante, antimicrobiana
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e anti-helmintica. E Aradjo et al., (2008); Davet et al., (2009); Melo et al., (2017); Dutra et al.,
(2018) afirmam que as principais classes de metabolitos secundarios encontradas para a
referida espécie sdo cumarina, polifendis, alcaloides, esteroides e taninos.

Em sua pesquisa Davet (2005) estudando os cladddios de extrato bruto do cértex e de
lenho de C. jamacaru confirmou a atividade antimicrobiana, acrescentando que esta
relacionada a compostos lipofilicos. Silva (2017) revela que estudos realizados para 0s
compostos fendlicos, especialmente os flavanoides e taninos, confirmam a presenca de
atividades antioxidante, antifingica e anti-inflamatoria.

Estudos a respeito da quimica das espécies do género Cereus permitiram o isolamento
dos constituintes quimicos utilizando métodos cromatograficos. A identificacdo estrutural foi
realizada por métodos espectroscdpicos como ultravioleta, infravermelho, espectrometria de
massas e ressonancia magnética nuclear. Na Tabela 2, estdo listadas 32 substancias,
pertencentes as classes de alcaloides, esteroides, triterpenos e flavonoides, que foram
identificadas para a espécie C. jamacaru. Entre as substancias, somente 5 foram isoladas a
partir do extrato hidroalcodlico, etandlico de C. jamacaru caracterizadas como N-
metiltiramina (1), tiramina(2), B-Sitosterol (3) e saponinas triterpénicas (4 e 5) (Brhun &
Lindgreen, 1976; Davet, 2005; Brito, 2018). As demais foram identificadas, a partir do extrato
das hastes e cladodios de C. jamacaru por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)
ou Cromatografia Liquida Acoplada a Espectrometria de Massa (CL/EM), como: hordenina
(6), tiramina (2), N-metiltiramina (1), acido oléico (7), canfora (8), cistina (9), geranil acetona
(10), corilagina (11), &cido benzoico (12), acido cinamico (13), 1,2-benzoquinona (14),
antraquinona (15), cloranil (16), hidroquinona (17), fenol (18), acido p-cumarico (19), acido
galico (20), catequina (21) &cido cafeico (22), acido elagico (23), &cido ferulico (24), B-
Sitosterol (3), quercetina (25), e rutina (26), pertencentes as classes de flavonoides, acidos
fenolicos e alcaloides (Davet et al., 2009; Silva, 2017; Medeiros et al., 2019). Na tabela 2,
estdo representadas a formula e massa molecular das substancias isoladas e/ou identificadas
nos extratos de C. jamacaru. As estruturas desses compostos estédo dispostas na Figura 2.

Com base no levantamento bibliografico foi possivel concluir que ndo ha estudos na
literatura sobre populagbes de C. jamacaru, que envolvam composicdo quimica,
caracterizacdo fisico-quimica, atividade antioxidante e antimicrobiana. No entanto, podem

existir diferencas na composicéao entre os individuos vindo a afetar a atividade bioldgica.



Tabela 2-Substancias isoladas e/ou identificadas a partir de plantas do Cereus jamacaru

Espécie Substéancias Isoladas Fonte Formula molecular Massa molecular Referéncia
N-metiltiramina (1) * i Cy1Hi7NO 179 )
Tiramina (2) * Raizes CHLNO 137 Brhun & Lindgren, 1976
B-Sitosterol (3) * Hastes CygH5,0 414 Davet, 2005
N-metiltiramina (1) C11Hi7NO 179
Hordenina (6) Hastes CuoHiNO 165 Davet et al., 2009
Tiramina (2) CgH11NO 137
Saponina triterpénica CJ1 (4) * Hastes CusH70018 909 Brito, 2018
Saponina triterpénica CJ2 (5) * CuHe7019 923
Acido Galico (20) Hastes C,HqOs 170
Catequina (21) C15H140¢ 290
Acido Cafeico (22) CoHg0,4 180
Acido p-cumarico (19) CoHgO; 134 Silva, 2017

Cereus jamacaru Rutina (26) Cy7H30046 610
Acido Elagico (23) C14Hg0; 302
Acido feralico (24) C1oH1004 194
Quercetina (25) Ci5H1007 302
D-tiramina (2) Cladddios | CgH;3;NO 137
Hordenina (3) CyoHisNO 165
N-metiltiramina (1) Cy1Hi7NO 179
Acido Oléico (7) C1gHa:0; 282
Canfora (8) CyoH160 152
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Continuacao Tabela 2-Substancias isoladas e/ou identificadas a partir de plantas do Cereus jamacaru

Cistiina (9)

Geranil acetona (10)
Corilagina (11)

Acido Benzdico (12)
Acido Cinamico (13)
1,2-benzoquinona (14)
Cereus jamacaru Antraquinona (15)
Cloranil (16)
Hidroquinona (17)
Fenol (18)
B-Sitosterol (3)

Cladddios

C3H;NO,S
C13H20
C27H2,018
C7Hs0,
CoHsO,
CeH40,
C14Hs0,
CsCl,0,
CeHsO,
CgHsO
CagH500

121
194
634
122
148
108
208
245
110
94

414

Medeiros et al., 2019

Compostos isolados *
Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Figura 2-Estruturas das substancias isoladas e/ou identificadas do Cereus jamacaru
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Continuacdo Figura 2- Estruturas das substancias isoladas e/ou identificadas do Cereus jamacaru
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Continuacgao Figura 2- Estruturas das substancias isoladas e/ou identificadas do Cereus jamacaru
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3.4 Cereus jamacaru DC

A espécie Cereus jamacaru (Figura 3) é uma das mais importantes do género Cereus
popularmente conhecida por “mandacaru”, “cardeiro” e “rainha da noite” (por possuir flores,
que florescem & noite). E um cacto colunar caracteristico da regi&o semiarida do Brasil. Tem
distribuicdo nos estados da Regido Nordeste (Sergipe, Alagoas, Paraiba, Piaui, Rio Grande do
Norte, Pernambuco e Ceara) e em Minais Gerais, no Sudeste (DAVET et al., 2009; BAHIA et
al., 2010; VATTA et al,, 2011; TAVARES et al., 2013; SILVA et al., 2019). Originaria do
Brasil € uma planta que cresce aproximadamente 18 m de altura, possui cladddios, que
seguem com um tronco principal, podendo chegar a 60 cm de espessura; eles apresentam de 4
a 6 “costelas” que quase sempre sdo ramificadas, com espinhos de tamanho e formas variadas,
com presenca ou nao de folhas, e coloracdo quase sempre verde (SILVA & ALVES, 2009;
VATTA et al., 2011). As plantas da espécie Cereus jamacaru sdo reconhecidas como simbolo
cactaceo e estdo presentes na vegetacdo da Caatinga, no Nordeste brasileiro; tido como

indicador de chuva, a partir de sua floracdo (SILVA & ALVES, 2009; MOTA et al., 2019).

Figura 3-Cereus jamacaru em seu habitat natural (Estacdo Experimental do INSA).

Fonte: Acervo autor, 2019.
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O C. jamacaru € um cacto rustico, considerado uma espécie importante empregada na
medicina popular para fins de tratamento e prevencdo de varias doencas como males do
coracao, afeccdes do aparelho respiratorio, infeccdo dos rins, figado e cicatrizacdo de feridas,
infeccBes urindrias, diurético, assim como a maceracdo e a decoccdo sdo indicadas no
tratamento de complicagdes renais, problemas estomacais e picada de cobra (ALMEIDA et
al., 2005; ARAUJO et al., 2008; DAVET et al. 2009; ZAPPI et al., 2011; PAULINO et al.,
2011; BELIVAQUA et al., 2015;SILVA et al., 2017; BRITO, 2018).

As plantas de C. jamacaru possuem a capacidade de regeneracdo, mesmo apos a
derrubada de seu habitat. Sdo utilizados na alimentagdo de ruminantes, em grandes periodos
de seca, devido ao teor de agua contido, aproximadamente (15%) e na ornamentagdo de
ambientes (DAVET et al.,, 2009). Tém caules suculentos, seus frutos sdo geralmente
consumidos fresco e vem sendo estudado em consequéncia do enorme potencial na industria
alimentar, como na producéo de sorvetes a partir da polpa de frutos; o miolo se transforma em
ingredientes para doces (DE LUCENA et al., 2012; FIDELIS et al., 2015; FARIAS et al.,
2015).

Além da utilizacdo na alimentacdo e na medicina popular, Cereus jamacaru apresenta
atividades biologicas tais como: antioxidante, antimicrobiana, antinociceptiva, anti-
helmintica, antitlcera e efeitos antiprofilaticos, entre as quais as mais relatadas na literatura
s&0 as atividades antioxidante e antimicrobiana (YOUSIF et al., 2007; ARAUJO et al., 2008;
DAVET et al., 2009; TANAKA et al., 2010; PEREIRA et al., 2013; SOUZA et al., 2015;
MELO et al., 2017; LIMA, 2019; DUTRA et al., 2019). Para a atividade antioxidante na
literatura para o C. jamacaru foi avaliado que os métodos de sequestro do radical DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil) e eliminacdo de ABTS (2,2-azinobis-3-etl-benzotiazolina-6-acido
sulfénico) sdo os mais utilizados. J& os métodos capacidade antioxidante total (CAT), poder
redutor (PR) e o ensaio de eliminacédo de radicais superoxido (SRSA) sdo poucos estudados
(MELO et al.; 2017; DUTRA et al., 2019). Para a atividade antimicrobiana os métodos
comumente utilizados sdo difusdo em &gar e microdiluicdo para a determinacdo da
concentracdo inibitéria minima (CIM) e a concentracdo bactericida minima (CBM) (DAVET
etal., 2009).



34

3.5 Atividade antioxidante

Os antioxidantes sdo substancias que retardam a oxidacdo de um substrato. Utilizados
no combate aos radicais livres, contribuem para o equilibrio no organismo, impedindo a
oxidacdo e inativacdo de macromoléculas evitando possiveis patologias. Eles protegem o
organismo inibindo as rea¢des ligadas a acdo de radicais livres, desta forma, impedem a perda
da integridade celular (SOUZA, 2013; BRITO, 2015).

A espécie reativa do oxigénio (ROS) pode causar estrago oxidativo formando radicais
livres. Isso ocorre quando ha um desequilibrio entre a producdo de ROS e sua eliminacao
pelos mecanismos de prote¢do antioxidantes. Os radicais livres sdo &tomos ou moléculas, que
contém um ou mais elétrons desemparelhados no orbital externo. Sdo sempre produzidos
durante os processos metabolitos, atuando como mediadores para transferéncia de elétrons nas
reacOes bioquimicas, desempenhando funcdes relevantes ao metabolismo. Os principais
radicais livres, com importancia bioldgica, sdo originados do oxigénio molecular (Oy) e
formados a partir da reducdo monoeletrénica, como o radical superoxido (O,”) e o radical
(HO") (BERGAMASCHI, 2016; SILVA, 2012).

As células vegetais contém mecanismos antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos
de detoxificacdo de ROS. Os antioxidantes enzimaticos sdo representados pela catalase
(CAT), superdxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), enzimas tidas como as
mais importantes. Elas se encontram em diferentes compartimentos celulares garantindo a
protecdo celular contra o estresse oxidadivo, sdo consideradas como a primeira linha de
defesa contra os oxidantes, por causa de sua atuacdo diretamente sobre os EROs (ANDRADE
etal., 2010; GOMES, et al., 2012; ZERLIN, 2015).

Os ndo enzimaticos incluem os compostos sintetizados pelo organismo humano como
a bilirrubina, ceruloplasmina, glutationa, acido Urico entre outros que sdo ingeridos através da
dieta regular ou a suplementagdo como o a-tocoferol (vitamina E), acido ascorbico (vitamina
C), B-caroteno (precursor de vitamina A) e os grupos fendis de plantas (flavonoides)
(ANDRADE et al., 2010; SOUZA, 2013).

Aos antioxidantes podem ser dadas duas classificacGes: sintéticos ou naturais. Os
sintéticos sdo compostos fenolicos que contém varios graus de substituto de alquilas.
Amplamente utilizados na indlstria de alimentos, em consequéncia de sua atividade
antioxidante e atuacdo no atraso das reacOes de oxidacdo (CRUZ, 2014). Alguns dos

antioxidantes sintéticos mais importantes sdo o hidroxianisol de butila (BHA) e o butil hidroxi
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tolueno (BHT), este Gltimo é usado como padrdo positivo em teste antioxidante (REZENDE,
2010; BRITO, 2015).

Os antioxidantes naturais sdo: compostos fendlicos, lactona, quinona, flavonoides,
taninos, dentre outros, presentes em plantas, que possuem a capacidade de remover radicais
livres e inibir a formacdo de espécies reativas, retardando ou prevenindo a oxidagdo de
lipidios, proteinas e outras biomoléculas (REZENDE, 2010; SILVA, 2012; NEVES, 2015).
Eles estdo associados ao baixo risco de doencas como diabetes, deficiéncia do sistema
imunoldgico, doencas cardiovasculares entre outras e podem ser introduzidos através da dieta,
por meio de frutos e polpas (REZENDE, 2010; PETRICA, 2012; CRUZ, 2014; BRITO,
2015). Sendo assim, novos antioxidantes de origem natural, presentes nos alimentos e
materiais vegetais, vém atraindo o interesse de pesquisadores devido a baixa toxicidade e
valor terapéutico (REZENDE, 2010; SOUZA, 2013; SANTANA, 2016; SANTOS, 2018).

Os compostos fendlicos sdo estruturas quimicas que apresentam anéis aromaticos e
hidroxilas, nas formas de polimeros ou simples, nos quais conferem o poder antioxidante.
Desse modo, quando estdo presentes em vegetais, podem estar na forma complexada ou livres
a proteinas e acucares. Dentre eles, destacam-se os acidos fendlicos, taninos, flavonoides e 0s
tocoferdis como antioxidantes fenolicos como os mais comuns de fontes naturais (ANGELO
& JORGE, 2007).

Os métodos usados para testar o potencial antioxidante de espécies de plantas sdo o
sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), a capacidade antioxidante total
(CAT), o ensaio do sequestro do radical superdxido (SRSA), a atividade de eliminacdo de
ABTS™ (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido sulfonico) e o ensaio poder redutor (PR)
entre outros. O principio que o ensaio do sequestro do radical DPPH produz é a reducdo do
radical livre estavel organico de nitrogénio (2,2-difenil-1-picril-hidrazil). Ao abstrair um
radical de hidrogénio do antioxidante observa-se o decréscimo de absorbancia e a coloracao
passa do violeta para o amarelo com a absorbancia maxima 515-520 nm (BLOIS, 1958;
PIRES et al., 2017). O ensaio da capacidade antioxidante total (CAT) avalia a capacidade de
uma amostra em doar elétrons em um ambiente fracamente &cido neutralizando espécies
reativas, como as de oxigénio. O principio do método é a reducdo do Mo*™ a Mo* pela
amostra-teste, com formacao final de um complexo esverdeado fosfato/moblidénio +5 em pH
acido (PRIETO et al., 1999). O ensaio do sequestro do radical superdxido baseia-se na
capacidade da amostra-teste em inibir a reducdo fotoquimica do nitroblue tetradalium (NBT)
em um sistema riboflavina-luz-NBT (DASGUPTA, 2004). Esse radical é uma espécie de

oxigénio reativo, que pode causar dano nas células (BARROS, 2012).
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A atividade de eliminacio de ABTS™ (2,2-azino-bis-(3-etil-benzotiazolina-6-acido
sulfénico) pode ser gerado através da reacdo do ABTS, com persulfato de potassio (K,S,0g),
por eletroquimica, pela acdo das peroxidases e mioglobina apresentando coloracdo verde-
esmeralda-escuro, com absorbancia em 414, 645, 734 e 815 nm (RE et al, 1999). O ensaio
poder redutor esta relacionado com a capacidade de transferir elétrons e reduzir a formacéo de
radicais livres. Ocorrendo a reducdo do ion ferro transformando Fe** a Fe?* (OYAIZU, 1986).

Dentre estes métodos, o mais simples é o DPPH, consequentemente, o mais usado.

3.6 Atividade antimicrobiana

O uso indiscriminado de farmacos antimicrobianos ¢ um dos motivos de cepas
bacterianas resistentes em escala mundial (OLIVEIRA, 2017. Sendo assim, a investigacao de
substancias em extratos naturais de plantas em testes farmacol6gicos, enxergando a atividade
antimicrobiana, desempenha um importante papel na conquista, bem como no aumento de
substancias com atividade sobre microrganismos resistentes a atual terapia antibidtica
(BRITO FILHO, 2015).

As bactérias sdo conhecidas de acordo com as estruturas da parede bacteriana em dois
grupos especificos, gram-negativas e gram-positivas (MURRAY et al., 2014; MOREIRA et
al., 2015). As gram-negativas sdo aquelas que perdem o corante, tais como Escherichia coli,
Sphoerotilus natans, Salmonella spp, Pseudomanas aeruginosa, Haemophilus influezae,
dentre outras; as gram-positivas sdo as que mantém o corante, como a Staphylococcus aureus,
Listeria monocytogeneses, Streptococcus epidermidis, Bacillus cereus, Enterococcus faecalis,
Clostridium tetani, entre outras. As bactérias gram-positivas e gram-negativas sdo uma das
principais causas de infeccdes, podendo vir a apresentar implicacfes em hospitais. Patdgenos
estdo se tornando resistentes a varios quimioterapicos, dificultando o combate as infeccdes
causadas por eles (BRAGRA, et al., 2013; MURRAY et al., 2014; MOREIRA et al., 2015).

Espécies vegetais sdo utilizadas por causa de suas caracteristicas antimicrobianas, a
partir de compostos sintetizados pelo metabolismo secundario da planta. Os principais
metabolitos secundarios extraidos de plantas, que possuem propriedades antimicrobianas, sao
os terpenoides, alcaloides, substancias fenolicas e polifenois (GONCALVES et al., 2005).

O potencial antimicrobiano de metabdlitos secundarios pertence as classes de
alcaloides, esteroides e triterpenos, compostos fendlicos e taninos. E bem conhecido o estudo

e existem trabalhos de mecanismo de acéo. A agéo bactericida dos alcaloides pode estar
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atribuida a sua habilidade de intercalar com o DNA microbiano. J& para os esteroides e
triterpenos, esse mecanismo de a¢do ndo esta bem definido. Especula-se que estdo envolvidos
na ruptura de compostos lipofilicos das membranas microbianas (FABRI & COSTA, 2012;
RABELO et al., 2014). Os compostos fendlicos tém uma relativa toxidez aos micro-
organismos por causa da localizacdo e também a quantidade de hidroxilas presentes nos
grupamentos fenolicos. Quanto maior esse nimero de hidroxilas, maior a toxicidade, e quanto
maior essa toxicidade dos fendis, maior sera o efeito inibitorio (SCALBERT A. 1991; FABRI
& COSTA, 2012). Os taninos apresentam seu mecanismo de acdo certamente por inativar
proteinas como as enzimas, adesinas bacterianas e proteinas transportadoras da parede celular
(FABRI & COSTA, 2012).

Atualmente, existem varios métodos para avaliacdo da atividade antimicrobiana.
Dentre eles, destacam-se o de microdiluicdo estabelecido como padrdo pelo Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI), pela determinacdo da minima quantidade da substancia
necessaria para inibir o crescimento de um microrganismo, valor este conhecido por
concentracdo inibitéria minima (CIM), assim como da minima quantidade da substancia
utilizada, teste que causa a morte bacteriana, valor conhecido por concentracdo bactericida
minima (CBM) (OSTROSKY, et al.,, 2008). Como controle positivo desses testes
antimicrobianos, geralmente, é utilizada a tetraciclina, um agente bacteriostatico que
apresenta um espectro de atividade, que se estende tanto a bactérias gram-positivas quanto a

gram-negativas.
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4. METODOLOGIA

4.1 Revisao bibliogréafica do género Cereus

Foi realizada uma minuciosa revisdo bibliografica do uso etnofarmacoldgico,
atividades bioldgicas e estudos fitoquimicos do género Cereus, visando a sistematizacdo dos
dados. O Scifinder, uma base de dados que reune informacdes registradas no Chemical
Abstracts, foi a ferramenta empregada para catalogar as informagdes descritas na literatura
para os referidos géneros, pesquisa realizada no periodo de fevereiro a dezembro de 2019,
utilizando palavras-chaves como C. jamacaru, uso medicinal, atividade antioxidante,
cactacea, mandacaru. Na revisdo bibliografica foram registrados artigos publicados de 2000 a
2019, que envolvem estudos sobre composi¢do quimica e atividade biologica do referido

género.

4.2 Coleta da droga vegetal

Os cladodios de C. jamacaru foram coletados na estagdo experimental do Instituto
Nacional do Semiarido (INSA), na cidade de Campina Grande-PB, conforme destacado na
Figura 4, e suas coordenadas geograficas descritas na Tabela 3.

Figura 4- Destaque da localizacdo de coleta dos individuos de C. jamacaru na estacdo
experimental do INSA
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Tabela 3-Individuos e suas coordenadas
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Individuos Coordenadas Individuos Coordenadas

CJEO1 S07°16°42.6°W035°58°21.5*” | CJEO6 S07°16°45.8°°W035°58°25.8”’
CJEO2 S07°16°48.8°°’W035°58°19.2” | CJEQ7 S07°16°45.2°°W035°58°25.1”°
CJEO3 S07°16°54.7°W035°58°17.3”* | CJEO8 S07°17°07.6>°W035°58°21.2”’
CJEO4 S07°16°59.3°W035°58°18.9*” | CJEO9 S07°17°08.7°W035°58°21.5”’
CJEOS S07°17°03.3°>’W035°58°19.5”” | CJE10 S07°17°08.8°’W035°58°22.3”°

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

As coletas dos individuos ocorreram em duas etapas. Foram cinco amostras coletadas

em 03/10/2018, ainda ndo havia presenca de flores, e as demais em 18/01/2019, apresentando

flores e botdes, bem como a presenca de algum tipo de estresse e/ou infestacdo. Peso fresco,

peso seco, peso do pé e o rendimento do p6 obtido da droga vegetal dos cladodios estdo

representados na (Tabela 4). Toda a coleta se deu no periodo da manha, entre 10:00 e 12:00

hs, a uma temperatura de aproximadamente 32°C. Suas exsicatas foram depositadas no

Herbario Dardano de Andrade Lima, do Instituto Agrénomo de Pernambuco (IPA), sob o
numero 93059.

Tabela 4- Infestacdes e pragas presentes nos individuos CJE01/CJE10 durante a coleta

Individuos Estresse e praga Peso Peso Peso do | Rendimento
fresco (kg) | seco (Q) pé (9) do pé (%)
CJEO1 Cochonilha de carapaca 4,55 782,0 709,2 91
CJEOQ2 Cupins 4,91 906,0 837,0 92
CJEO3 Sem infestacGes 4,67 920,0 768,7 84
CJEO4 Brocas e liquens 4,55 622,0 5945 96
CJEO05 Pontos de brocas 4,71 662,0 527,5 80
CJEO6 Liquens e brocas 4,52 1,02 938,0 92
CJEOQO7 Cupins 2,26 676,0 566,3 84
CJEO08 Sem infestacBes 4,93 966,0 909,4 94
CJEQ09 Cupinzeiros, manchas esbranquicadas, | 3,71 1,05 984,7 94
epifitas, liquens e ninhos de maribondo.
CJEO010 Maribondo e manchas amarronzadas 3,04 654,0 597,3 91

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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4.3 Processamento da droga vegetal de C. jamacaru

Foram coletados aproximadamente 5 quilos de cladédios para cada individuo. Limpos
e feito as exsicatas. Os cladodios foram cortados em partes finas facilitando a secagem, bem
como para evitar a presenca de fungos. Sendo depois adicionados em caixas de papeldo,
envolvidos com papel Kraft para facilitar a absorcdo da umidade, e levados a estufa de
secagem, com circulacdo de ar do tipo (Marconi MA 035/51), por 5 dias a 45°C. Quando
totalmente secos, os cladddios foram processados em moinho de bancada tipo Willey (EDB-
5) para obtencdo da droga vegetal (pd), conforme mostra a Figura 5. Em seguida, colocada em

potes fechados, protegida da umidade.

Figura 5-Etapas para preparacdo dos cladddios de C. jamacaru para obtencdo do po: (A)
Material vegetal fresco, (B) Material seco em estufa de secagem com circulacdo de ar, (C)
Material triturado em moinho de facas.

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

4.4 Caracterizacao fisico-quimica da droga vegetal

4.4.1. Granulometria da droga vegetal dos cladodios de C. jamacaru

A metodologia para a determinacdo granulométrica estd descrita na Farmacopeia
Brasileira (2010) e Aulton (2016). Para o procedimento da Granulometria do material vegetal
foram utilizados 25 g do pé dos cladodios, submetido a uma série de tamises, com abertura de
malhas diferenciadas de 710, 355, 180, 150, 75, e 38 um, dotado de um vibrador (Bertel)
durante vinte minutos. Os tamanhos das particulas foram analisados em duplicatas e avaliados
pela quantificacdo percentual de retencdo do p6 em cada tamis, de acordo com a equagéo (1)

abaixo.

% Retido do tamis :;—fxlnﬂ 1)
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Onde:
P, =Peso da amostra retida em cada tamis (em gramas).
P, = Soma dos pesos retidos em cada tamis no coletor (em gramas).
100= Fator de porcentagem.
A partir das porcentagens obtidas nos tamises, 0 pd pode ser caracterizado como

grosso, moderadamente grosso, semifino, fino e finissimo.

4.4.2. Densidade aparente e compactada da droga vegetal dos cladddios de C. jamacaru

A metodologia utilizada estd descrita na Farmacopeia Brasileira (2010). Para a
determinacdo da densidade do material vegetal foram utilizados 10 g do pé dos cladodios,
previamente pesado e colocado em uma proveta de 50 mL. Assim, o p6 contido na proveta
passou por um processo de sucessivas quedas de 1125 vezes a uma altura de 20 cm. A partir
do volume inicial medido, foi possivel calcular a densidade aparente (da), equacao (2), e logo
apos, a densidade compactada (dc), equacéo (3). Com as duas densidades foram determinados
o Fator de Hausner (FH), equacéo (4) e o indice de compressibilidade ou indice de Carr (IC),
equacao (5).

da=32(2) de=22(3) FH=5(4) 1C=%252100 (5)
Onde:
da= densidade aparente
Ma= massa da amostra
Va= volume aparente
dc= densidade compactada
Vc= volume compactado
FH= Fator de Hausner
IC= indice de compressibilidade ou Carr

100= fator de porcentagem
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4.4.3. Determinacdo do potencial hidrogeniénico (pH) da droga vegetal dos cladodios de C.
jamacaru

A metodologia usada esta descrita na Farmacopeia Brasileira (2010). Para a
determinacdo do potencial hidrogeniénico (pH) do material vegetal foram usados 5 g do pé
dos cladddios de C. jamacaru, pesado em um Becker, sendo adicionados 50 mL de agua
destilada. Filtrou-se e mediu-se o pH, em pHmetro, aguardando até ele estabilizar e obter um

valor.

4.4.4 Determinacdo do teor de cinzas da droga vegetal dos cladodios de C. jamacaru

A metodologia usada esta descrita conforme a Farmacopeia Brasileira (2010). Para a
determinacdo do teor de cinzas foram utilizados 2 g do p6 dos cladddios para cadinho tarado
em balanca analitica. Deixou-se 0 p6 por 24 horas a uma temperatura de 105°C, processo
denominado de calcinacdo. Apds este periodo foi retirado e levado ao dessecador até que
esfriasse. Depois, pesado e depositado na mufla por 4 horas a uma temperatura de 550°. Ap6s
esse tempo levado ao dessecador por 30 minutos e pesado. Desta forma determina-se o teor de
cinzas em relacdo a quantidade da droga vegetal do pé dos cladodios pesado no inicio do

procedimento, conforme equacéo 6. O processo foi realizado em triplicata.

% Cinzas =

b2-pl
P3

.100(6)

Onde:

P1 =Peso do cadinho vazio

P2= Peso do cadinho contendo a amostra ap6s a dessecacdo e resfriamento
P3= Peso da amostra

100= Fator de porcentagem

4.4.5 Determinacdo de umidade da droga vegetal dos cladddios de C. jamacaru

A metodologia usada estd descrita conforme a Farmacopeia Brasileira (2010). Para
determinacdo da umidade foram pesados 2 g do pd de cladodios para cadinho dessecado e

tarado. O po foi depositado em estufa a uma temperatura de 105°C por 24 horas, depois
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retirado e levado ao dessecador para resfriamento e pesado. Realizados os procedimentos em
triplicatas obtendo a porcentagem, utilizando a equagao 7.

% Perda :% .100(7)

Onde:

Pu =Peso do cadinho contendo a amostra antes da dessecagao

Ps= Peso do cadinho contendo a amostra apds a dessecacdo e resfriamento
Pa= Peso da amostra

100= Fator de porcentagem

4.5 Obtencao dos extratos de C. jamacaru por extragdo acelerada por solvente (ASE)

Inicialmente, foram pesados 20 g de cada individuo (CJE01-CJE10) em beckeres
separados, adicionando em seguida 10 g de terra diatomacea a cada becker para ocorrer a
homogeneizacdo. Esta mistura foi inserida na cela de extracdo de aco inoxidavel e levada ao
ASE 350 (Dionex Acclerated Solvent Extractor). A extracdo dinamica foi realizada com
etanol a um fluxo de 5 mL min™, a 40°C e + 1500 psi, em trés ciclos, com duragdo de 20
minutos cada um. O extrato obtido foi concentrado em evaporador a 40°C (Rocket
Evaporator-Thermo Scientific), com peso descrito na Tabela 5, e o solvente residual seco em
estufa a 40°C. Depois de seco, permaneceu por 24 horas a uma temperatura de 25°C e
armazenado a -20°C. (Figura 6).

Figura 6-Etapas para preparacao dos extratos etanolicos de cladddios de C. jamacaru:
(A) Extracdo em etanol, (B) Evaporador Rocket, (C) Extrato etanélico bruto seco.

Fonte: Elaborado pelo Autor, 2019.

Tabela 5-Peso do extrato e rendimento de cada individuo (CJE)

Individuo 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10

Massa (g) 0,79 087 (08709 |0,73 |0,72|0,74 | 051 |057 | 0,69

Rendimento (%) | 3,94 | 433 |4,35|4,75 | 3,64 |358 3,67 |252 |286 | 346

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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4.6 Screening fitoquimico qualitativo dos extratos etanolicos dos cladddios de C. jamacaru

O screening fitoquimico foi realizado para avaliar a presenca de saponinas,
polissacarideos, taninos, fendlicos totais, flavonoides, esteroides/triterpenoides e alcaloides,

de acordo com a metodologia descrita por Costa (2010), conforme Tabela 6.

Tabela 6- Screening fitoquimico qualitativo realizado nos extratos de C. jamacaru

Metabolitos secundarios Testes
Saponinas Teste de espuma
Alcaloides Bouchard, Dragendorff, Mayer
Polissacarideos Lugol
Esteroides/Triterpenos Anidrido acético, H,SO,4
Taninos/Fendis Solucéo alcoolica de FeCl3
Flavonoides HCI, Raspas de magnésio

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

4.6.1Testes para determinacao de saponinas, polissacarideos, taninos e fenolicos totais

Preparou-se uma solucdo-mée com o extrato etandlico de cladodio de C. Jamacaru
para realizar os testes usando agua destilada como solvente. Entdo, foram pesados 140 mg do
extrato etandlico, dissolvido em 28 mL de &gua destilada. A solucdo foi levada a banho de
ultrason para dissolver e depois filtrada.

Desta forma, para determinacdo de saponinas, foram transferidos 5 mL da solucéo-
méae para um tubo de ensaio, diluida em 15 mL de &gua destilada, sendo agitada lentamente
por 2 minutos, fechando-se o tubo com o dedo polegar. O resultado é considerado positivo,
quando ha formacdo de espuma, que permanece estavel por 30 minutos. Para 0s
polissacarideos foram transferidos 5 mL da solu¢do-mae para um tubo de ensaio e adicionadas
5 gotas de lugol. O aparecimento de coloragéo azul indica o resultado positivo.

Na preparacdo de taninos e fendlicos totais foram transferidos 5 mL da solu¢do-mée
para o tubo de ensaio, adicionando-se 2 gotas da solucdo alcoolica de FeCl; a 1%. Assim,
qualquer mudanca na coloracdo ou formacdo de precipitado indica que a reacdo é positiva,
quando comparada ao teste branco (agua mais reagente). A coloracdo inicial entre 0 azul e 0
vermelho sugere a presenca de fenois. O aparecimento de um precipitado, com tonalidade

azul-escuro, indica taninos pirogalicos; e na cor verde, presenca de taninos catéquicos.
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4.6.2 Testes para determinagéo de flavonoides

Foi preparada a solugdo-mae com 120 mg do extrato etanolico de cladddio de C.
jamacaru, dissolvido em 24 mL de metanol. Em seguida, a solugéo foi levada a banho de
ultrason para dissolver 0 maximo possivel, sendo depois filtrada.

Desta forma, transferiu-se 10 mL da solu¢cdo-méae para o tubo de ensaio, acrescentando
5 gotas de HCI concentrado e raspas de magnésio. Indicando rea¢do positiva o surgimento de
coloragdo rosea-alaranjada.

4.6.3Testes para determinacao de esteroides e triterpenoides

Foi preparada a solugdo-mde com 75 mg do extrato etanolico do cladédio de C.
jamacaru, dissolvido em 15 mL de cloroférmio. Em seguida, a solucdo foi levada a banho de
ultrason para dissolver o maximo possivel, e depois, filtrada.

Em seguida, acrescentou-se 10 mL da solugdo-mé&e sobre carvéo ativado, transferindo-
a para um tubo de ensaio seco, adicionando-se 1 mL de anidrido acético, agitando
suavemente. A seguir, foram acrescentadas 3 gotas de H,SO, concentrado, agitado
novamente. Ocorrendo qualquer desenvolvimento de cores, desde o0 azul-evanescente ao

verde-persistente, indica resultado positivo.

4.6.4 Testes para determinacgéo de alcaloides

Foi preparada a solugdo-mde com 25 mg do extrato etanodlico do cladddio de C.
jamacaru, dissolvido em 5 mL de solucdo de HCI 5%, e filtrado. A partir disso separou-se a
solucdo em trés porcdes de 1 mL, adicionadas em trés tubos de ensaio. Em seguida,
receberam gotas dos reativos de Bouchard, Dragendorff e Mayer. A precipitacdo ou a

turvacdo em pelo menos uma das cavidades indica resultado positivo.
4.7 Analise do perfil fitoquimico dos extratos e fracdes de C. jamacaru

4.7.1 Andlise do perfil fitoquimico dos extratos e fracdes de C. jamacaru por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE) e comparacao com padrdes de compostos fenolicos

As amostras dos extratos (10 mg) e fragdes (5 mg) foram diluidas em 5 mL metanol,

filtradas com membrana de 0,22 micrometros e analisadas por cromatografia de alta eficiéncia
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(CLAE), em equipamento Agilent 1260 Infinity, com bomba quaternéria e degaseificador

(G1311D), injetor automatico (G1329B), forno de coluna (G1316A), e detector DAD

(G4212B). Coluna: Zorbax® (Agilent), SB-C18 (5 um; 4,6 x 250 mm), com pré-coluna

Zorbax ® (Agilent) SB-C18 (5 um e 4,6 x 12,5 mm). As analises foram realizadas utilizando

um gradiente linear de 96% (A) a 30% (A), de 0 a 30 minutos, a 40 C°, com fluxo de 1 mL
1

min~, e como fase mdvel, agua ultra pura acidificada a 0,3%, com é&cido acético (A) e
Metanol grau HPLC (Sigma-Aldrich®) (B), com deteccdo completa entre 190-400 nm.

4.7.2 Fracionamento cromatografico do extrato etandlico dos cladédios de C. jamacaru

Aliquotas dos extratos etandlicos dos cladodios CJO1 a CJ10 foram misturadas
resultando em 4,17g. Tal material foi misturado a 8,35 g de gel de silica pulverizado em
pistilo de porcelana e adicionado a 60,41g de gel de silica, em coluna aberta de 800 mL e 5
cm diametro interno. A eluicdo foi realizada com os eluentes hexano, acetato de etila e
metanol, puros ou em misturas binarias, em ordem crescente de polaridade, resultando em

nove fracOes descritas na (Tabela 7).

Tabela 7- Fracionamento cromatogréfico do extrato etanolico dos cladddios de C. jamacaru

Eluente Volume (mL) | Fracdo | Massa (Q)
Hexano100% 100 1 0,02
Hexano/AcOEt 20% | 200 2 0,28
Hexano/AcOEt 40% | 200 3 0,43
Hexano/AcOEt 60% | 200 4 0,16
Hexano/AcOEt 80% | 200 5 0,15
AcOEt 100% 200 6 0,05
AcOEt/MeOH20% 200 7 0,31
AcOEt/MeOH50% 200 8 0,99
MeOH 100% 300 9 0,40
TOTAL 2,80

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.



47

As fracGes foram monitoradas por cromatografia em camada delgada (CCD), sendo

que as fragcbes C1F2 e C1F3 mostraram semelhancas e foram reunidas fornecendo 711,70 mg.

Este material foi misturado a 1,77 g de gel de silica, pulverizado em pistilo de porcelana e

acondicionado sob 22,32 g de gel de silica, em coluna aberta de 125 mL e 2 cm diametro

interno. Como fase mdvel os eluentes hexano, acetato de etila e metanol, puros ou em

misturas binarias de polaridade crescente, resultando em 87 fracGes, as quais foram

monitoradas por CCD e agrupadas, conforme o grau de semelhanca (Tabela 8).

Tabela 8- Fracionamento cromatogréafico das fracdes C1F2 e C1F3

Eluente Volume | Fragdo | Fracdo Reunida | Massa (mg)
(mL)

Hexano 100% 100 1-7 1-12 26,7
Hexano/AcOEt 5% 100 8-13 13-16 149,6
Hexano/AcOEt 10% 100 14-26 17-18 28,0
Hexano/AcOEt 15% | 100 27-32 19-24 103,1
Hexano/AcOEt 20% 100 33-44 25-37 167,9
Hexano/AcOEt 25% 100 45-50 38-41 41,8
Hexano/AcOEt 30% 100 51-57 | 42-49 50
Hexano/AcOEt 50% 100 58-66 50-57 32,4
AcOEt 100% 100 67-75 58-62 17,3
ACOEt/MeOH 20% 100 76-85 63-65 11,7
AcOEt/MeOH 50% 100 86 66-82 18,3
MeOH 100% 50 87 83-87 7,3
TOTAL 609,1

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

A fracdo C2 19-24 (103,1 mg) foi misturada a 0,21 g de gel de silica pulverizado em

pistilo de porcelana e adicionado a 29,57 g de gel de silica, em coluna de 125 mL e 2 cm

didmetro interno. Como fase mével foram usados hexano e acetato de etila puros ou em

misturas binarias de polaridade crescente. Foram obtidas 52 fracGes, sendo monitoradas por

CCD e agrupadas, conforme descrita na Tabela 9. A fracdo C4 29-35(49,6 mg) mostrou o

perfil de uma substancia na placa de CCD, tal fragdo foi denominada CJOle submetida a
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analise de ponto de fusdo, RMN de ‘H e '*C e técnicas (uni e bidimensional) para

determinacéo estrutural.

Tabela 9- Fracionamento cromatogréafico da fragdo C219-24

Eluente Volume (mL) | Fracdo | Fracdo Reunida | Massa (mg)
Hexano 100% 100 1-10 1-20 3,70
Hexano/AcOEt 5% 100 11-20 21-26 4,50
Hexano/AcOEt 10% 150 21-32 27-28 6,50
Hexano/AcOEt 15% | 100 33-43 29-35 49,6
Hexano/AcOEt 20% 100 44-52 36-46 16,7

47-52 5,10
TOTAL 86,1

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

4.7.3 Cromatografia de Camada Delgada

Na cromatografia de camada delgada (CCD) foram utilizadas cromatoplacas de gel de
silica (60 para cromatografia em coluna 5-40 pm) sobre aluminio, com indicador de
fluorescéncia na faixa de 254 e 365 nm.

As substancias foram reveladas atraves da exposi¢do ultravioleta (UV), em dois
comprimentos de ondas (254 e 365 nm), emitidas por ldmpada modelo UV SL-25 da mineral
Light, pela pulverizagdo com solucdo de vanilina e &cido sulfurico levando a aquecimento a
placa em 40 °C, por aproximadamente 5 minutos, e iodo. Nas cromatografias foram utilizados
os solventes: diclorometano, n-hexano, acetato de etila, metanol puros ou em misturas

binarias, em proporc¢des crescentes de polaridade. Todos os solventes tinham qualidade P.A

4.7.4 Caracterizacao estrutural dos constituintes quimicos

A caracterizacao estrutural da substancia isolada de Cereus jamacaru foi realizada por
analise dos espectros de Ressonancia Magnética Nuclear de Hidrogénio (*H) e de carbono
(**C), utilizando técnicas uni e bidimensionais (COSY, HSQC, HMBC). Foram obtidos na
frequéncia de 400 MHz, realizados no Laboratorio Multiusuario de Caracterizagdo e Analise
(LMCA-UFPB). O solvente deuterado utilizado na dissolugdo da amostra e obtencdo dos

espectros foi o Cloroférmio (CDCls). Os deslocamentos quimicos (8) foram expressos em
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partes por milhdo (ppm) e referenciados, nos espectros de RMN de *H, pelo pico de
hidrogénio pertencente a fragdo nido deuterada do solvente cloroférmio (6 7,27) €, para 0S
espectros de RMN de *C, pelos picos de carbono 13 do solvente cloroférmio (8¢ 77,55). As
multiplicidades das absor¢des foram indicadas segundo a convencgdo: s (simpleto), sl
(simpleto largo), dt (dubleto de tripleto), ddd (duplo dubleto de dubleto) e m (multipleto).

4.7.5 Ponto de Fusdo

O ponto de fusdo da substancia isolada foi obtido em um medidor Ponto de Fusédo -
PFM 11, com placa aquecedora acoplado a um microscopio 6ptico monocular, pertencente ao
Laboratorio de Sintese Organica e Produtos Naturais da UEPB. A amostra foi adicionada em
um capilar de vidro e aquecida, em seguida, observado o0 momento da fusdo através da lupa

lendo a temperatura no termoémetro.

4.8 Avaliagdo da Atividade Antioxidante in vitro dos extratos dos cladddios de C.

jamacaru

Os extratos etandlicos de C. jamacaru foram submetidos a avaliacdo da atividade
antioxidante e antimicrobiana, realizada no Laboratério de Produtos Naturais do
Departamento de Bioquimica no Centro de Biociéncias da Universidade Federal do
Pernambuco, sob a coordenacdo da Profa. Dra. Méarcia VVanusa da Silva.

Os extratos foram diluidos na concentragdo de 1000 mg mL™, os testes antioxidantes
foram feitos a partir de cinco métodos: DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil), ABTS (2,2—
azinobis-3-etl-benzotiazolina -6-acido sulfénico), TAC (Capacidade Antioxidante Total), PR
(Poder Redutor) e SRSA (Ensaio de Eliminacdo de Radicais Superdxido), utilizando como

padrdes de referéncia trolox, acido ascérbico, BTH (hidroxi tolueno butilado) e a quercetina.

4.8.1.1 Sequestro do radical DPPH (2,2-difenil-1-picril-hidrazil)

A avaliacdo da atividade antioxidante do extrato etandlico de C. jamacaru pelo
método de sequestro de radicais livres foi medida por meio de doacdo de hidrogénio usando o
radical estavel DPPH (BLOIS, 1958). As medigdes foram realizadas em triplicata e as
atividades de inibicdo foram calculadas com base na porcentagem de DPPH removida. Um

analogo de vitamina E (Trolox-Sigma-Aldrich, Alemanha) e BHT (Sigma-Aldrich,
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Alemanha) foram usados como padrdo. A inibicdo percentual (1%) foi calculada usando a

seguinte equacéo 8.

Abszorbancia Controle —Absorbancia Amostra
%= .100 (8)

Abzorbancia Controle

Onde,
Absorbancia de controle= Absorbancia da solu¢do de DPPH sem a amostra.

Absorbancia amostra= Absorbancia da amostra com DPPH.

4.8.1.2 Capacidade Antioxidante Total (CAT)

A capacidade antioxidante total foi determinada pelo método do fosfato/molibdénio
(PRIETO et al., 1999). O &cido ascorbico foi utilizado como referéncia e a Capacidade
Antioxidante Total foi expressa como equivalente ao acido ascérbico. O TAC (%) foi

calculado usando a seguinte equacdo 9. Todos os ensaios foram realizados em triplicata.

Absorbanciadaamostra —Absorbanciadebrance
CAT % = .100(9)

Abzorbincia do acido ascirbico—absorbincia do branco

Onde,
Absorbancia A= Absorbancia da amostra
Absorbancia Controle= Absorbancia do branco

Absorbancia AA= Absorbancia do &cido ascorbico

4.8.1.3 Poder Reduror (PR)

O poder redutor de extrato etandlico de C. jamacaru foi determinado de acordo com o
método de (OYAIZU, 1986). O 6leo (10-1000 pg) foi misturado em 1 mL de metanol com
tampdo fosfato (2,5 mL, 0,2 M, pH 6,6) e ferricianeto de potassio [CsNeFeKs] (2,5 mL, 1%);
a mistura foi incubada a 50 °C por 20 min. Uma porc¢édo (2,5 mL) de &cido tricloroacético
(10%) foi adicionada a mistura, a qual foi entdo centrifugada a 3000 rpm por 10 min. A
camada superior da solugdo (2,5 mL) foi misturada com &gua destilada (2,5 mL) e cloreto de
ferro (0,5 mL, 0,1%), e a absorbancia foi medida a 700 nm. O poder redutor (%) foi calculado

pela absorbancia da amostra e razdo de controle usando a equacao 10.
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Abszorbancia Controle —Absorbancia Amostra
1%= .100 (10)

Absorbancia Controle

Onde,
Absorbancia A= Absorbancia da amostra

Absorbancia Controle = Absorbancia do branco

4.8.1.4 Ensaio de Eliminacéo de Radicais Superoxido (SRSA)

O extrato etandlico de C. jamacaru foi avaliado de acordo com um procedimento
modificado baseado em (DASGUPTA, 2004). Uma aliquota de 200 plL de amostra foi
misturada com 200 pL de tampao fosfato (50 mM, pH 7,4), 200 uL de metionina 65 mM, 200
puL de solugao de EDTA 0,5 mM, 200 pL de cloreto de nitrotetrazélio azul de 0,375 mM
(NBT) e 200 mL de riboflavina 0,5 mM. As amostras de controle foram preparadas
substituindo 200 pLL de amostra por 200 pL de tampao fosfato (50 mM, pH 7,4). A mistura foi
incubada sob luz fluorescente durante 15 min e a absorbancia lida a 560 nm contra um branco.
A atividade de eliminacdo de radicais (%) foi calculada pela absorbancia da amostra e da

razao de controle, conforme equacgéo 11.

Abzorbancia Controle —Abszorbancia Amostra
%= .100 (11)

Abzorbancia Controle

Onde,
Absorbancia A= Absorbancia da amostra
Absorbéancia Controle= Absorbancia do branco

4.8.1.5. Atividade de eliminacdo de ABTS (2,2-azinobis-3-etl-benzotiazolina-6-acido

sulfénico)

A atividade antioxidante do extrato etandlico de C. jamacaru pelo ensaio ABTS foi
baseada na geracdo do radical cromoforo catidnico obtido a partir da oxidacdo do ABTS pelo
persulfato de potassio (RE et al., 1999). Todas as experiéncias foram realizadas em triplicatas.
Um anéalogo de vitamina E (Trolox-Sigma-Aldrich, Alemanha) e BHT (Sigma-Aldrich,
Alemanha) foram usados como padrdo. A inibicdo percentual (1%) foi calculada usando a

seguinte equacéo 12.

Abzorbancia Controle —Abszorbancia Amostra
.100 (12)

1%=

Abzorbancia Controle
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Onde,
Abs controle= Absorbancia da solu¢cdo de ABTS sem a amostra

Abs amostra= Absorbancia da amostra com ABTS

4.8.2. Avaliagdo da atividade antimicrobiana in vitro dos extratos dos cladddios de C.

jamacaru

4.8.2.1Atividade antimicrobiana

A atividade antimicrobiana do extrato foi avaliada frente as cepas de bactérias gram-
positiva: Streptococcus epidermidis ATCC 14990, Staphylococcus aureus ATCC 28923 e
Escherichia coli ATCC 25922 e bactéria gram-negativa Listeria monocytogenes ATCC 7644.

A concentracdo inibitdria minima (CIM) foi determinada pela técnica de microdiluicéo
proposta pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018). Os extratos foram
diluidos inicialmente na concentracdo de 2,048 mg mL™ utilizando placas de 96 pogos em
varias concentrac6es por diluicdes seriadas, a partir da dissolucdo em 100 pL de meio Mueller
Hinton (MHB), com adic&o de 10 pL de inéculo, contendo (0,5x 10° CFU/mL) de cada cepa,
respectivamente. As células foram incubadas em um agitador rotativo a 150 rpm, a 37°C, por
48 horas. Posteriormente, foram adicionadas 10 mL de resazurina a 0,001%, sendo as placas
incubadas por 6 horas. O crescimento foi indicado por mudancas de cor pdrpura para rosa (ou
incolor) e a menor concentracdo em que a mudanca de cor ocorreu foi tomada como MIC.
Como controle positivo, foi utilizado o antibidtico tetraciclina. O ensaio foi realizado em
triplicata, de acordo com os padrdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2018).

Para a determinacé@o da concentracao bactericida minima, aliquotas dos pocos antes do
MIC foram transferidas para placas de petri contendo o Mueller Hinton Agar (MHA) e
incubadas a 37°C, por 48 horas. O CMB foi considerado a menor concentragdo a partir do
qual ndo foi observado crescimento microbiano apo6s a cultura. Como controle positivo foi
utilizado o antibidtico tetraciclina. O ensaio foi realizado em triplicata, de acordo com 0s
padrdes do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2018).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Avaliacéo fisico-quimica da droga vegetal de C. jamacaru

As drogas vegetais dos cladddios dos individuos de C. jamacaru foram submetidas a
testes preliminares de controle de qualidade, sendo analisadas algumas caracteristicas como
granulometria, acidez, densidade, teor de cinzas e teor de umidade.

A analise granulométrica configura-se num parametro preliminar importante na
escolha de um processo extrativo, bem como do solvente adequado, de forma que influencia
diretamente na eficiéncia do processo extrativo. Parametro este considerado fator
determinante na homogeneidade e reprodutibilidade dos processos de extracdo (MARQUES
etal., 2012; PEIXOTO, 2018).

De acordo com Voigt & Bornschein (1982), pds com diametros maiores, ajudam nos
processos extrativos, visto que particulas menores podem se manter aderidas a outras com
didmetros maiores aumentando a viscosidade do meio, formando rachaduras e dificultando a
penetracdo do solvente nas particulas. Desta forma, € necessario que o p6 obtido seja testado
frente a outros processos extrativos, para uma maior eficiéncia na extragdo, como por
exemplo, a extracdo por ultrason (MARQUES et al., 2012; SANTOS, 2015; PEIXOTO,
2018).

De acordo com a Farmacopeia Brasileira (2010), as drogas vegetais dos dez individuos
analisados foram classificadas como p6 semifino, em que as particulas passam, em sua
totalidade, pelo tamis de abertura nominal de malha de 355 pm, e no maximo, 40% pelo tamis
com abertura nominal de malha de 180 pum. Segundo Simdes et al. (2011), os p6s finos sdo
utilizados na preparacdo de chad medicinais na forma de sachés, enquanto os classificados
como moderadamente grossos sdo mais utilizados na producéo de chas acondicionados ou a
granel.

Na tabela 10 estdo apresentados os resultados obtidos nas analises de pH das solucdes
preparadas com o pd dos cladédios. Como pode ser observado, todas as amostras
apresentaram pH levemente acido, por volta de 5,00. Esse fato sugere a presenca de
substancias acidas no material estudado e pode servir como um fator de conservacéo,

prevenindo a contamina¢do microbiana.
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Porém, a instabilidade do pH pode ocorrer devido alteragdes surgidas em funcdo de
sujeiras, hidrélise e decomposicdo, que podem ocorrer em decorréncia do tempo de estoque
e/ou as condigOes de transporte e armazenamento (GUZZI, 2011).

Os valores obtidos neste estudo para os cladodios secos sdo relativamente proximos
dos valores de pH 4,09 a 4,93 encontrados na literatura para polpa dos frutos verde e maduro
e cascas de C. jamacaru (OLIVEIRA et al., 2007; SILVA et al., 2012; SILVA et al. 2019).

Tabela 10- Propriedades fisico-quimica dos pH da droga vegetal dos individuos de C.
jamacaru (CJE)
Individuos | 01 | 02 | 03 | 04 | O5 | 06 | O7 | 08 | 09 | 10

pH 484 1492|519 501|514 |484 499|497 492|495

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Na Tabela 11, estdo representados os valores da densidade aparente e da densidade
compactada obtidos para os individuos CJE01-CJE10, bem como o Fator de Hausner e indice
de Carr (%). A determinacdo da densidade tem como finalidade avaliar as caracteristicas de
escoamento e compressibilidade do pd. Segundo Aulton (2016), a densidade aparente €
caracteristica do p6 e ndo da particula, e a densidade compactada é executada quando o po
atinge o equilibrio.

O fator de Hausner é uma medida indireta da facilidade de fluxo de p6. O material que
apresenta baixo atrito entre as particulas tem razGes menores que 1,2, classificado como pé de
facil escoamento. J& o mais coesivo, de fluxo menos livre, tera razdes maiores que 1,5,
classificado como pé de dificil escoamento. Com relacdo ao indice de Carr, os valores entre 5
e 15 % indicam que o p6 tem excelentes propriedades de fluxo e os valores superiores a esse
limite indicam que o p6 apresenta fracas propriedades de fluxo (AULTON, 2016). Desta
forma, as medidas obtidas para os p6s dos CJE01-CJE10 foram classificadas, quanto ao fator
de Hausner, como pdés que se apresentam com fluxos muito fracos e o indice de Carr bastante
deficiente de material.

Desta forma, alguns po6s sdo de fluxo livre, enquanto outros possuem fluxo menor,
logo, ndo fluem facilmente, sendo preciso recorrer a granulacdo para facilitar o fluxo, assim
como otimizar a producdo em escala (GARCIA et al., 2012; AULTON, 2016).
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Tabela 11- Propriedades fisico-quimica dos individuos no ensaio de propriedades de fluxos
da droga vegetal dos cladodios de C. jamacaru

Individuos | Densidade aparente Densidade Corlnpactada Fator de indice de

(@ mLY (g mL™) Hausner Carr (%)
CJEO1 0,26 0,38 1,50 33,3
CJEO02 0,25 0,38 1,54 35,0
CJEO3 0,26 0,43 1,62 38,1
CJEO4 0,27 0,4 1,54 35,1
CJEO05 0,24 0,38 1,55 354
CJEO6 0,26 0,40 1,56 36,0
CJEO7 0,28 0,42 1,50 33,3
CJEO8 0,23 0,38 1,65 39,5
CJE09 0,32 0,50 1,55 355
CJE 10 0,25 0,40 1,60 37,5

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020

A determinacéo do teor de cinzas estabelece as quantidades de impurezas inorgénicas
ndo volateis, obtidas a partir da incineragdo, que representa a soma do material inorganico
presente na espécie (cinzas intrinsecas) e das substancias de origem terrosa (cinzas
extrinsecas) (MARQUES et al., 2012; SIMOES et al., 2017). Os resultados dos valores
médios do teor de cinzas da droga vegetal dos cladodios dos individuos (CJEOL - CJE10) de
C. jamacaru estdo dispostos na (Tabela 12).

A Farmacopeia Brasileira (2010) estabelece um limite inferior a 14%. Com base nisso,
os resultados para a determinacdo do teor de cinzas dos individuos ficaram na faixa de 10 a
19%, indicando que os individuos CJEO1, CJEO4, CJEO5, CJE06, CIJEQ7, CJEO8, CJEQ9 e
CJE10 estdo de acordo com o limite maximo estabelecido, enquanto os CJE02 e CJEO3
apresentaram valores superiores. Acredita-se que nestes individuos existam uma quantidade
de impurezas, como poeira, sujeiras, poluicdo ou outros produtos indesejaveis.

Os resultados obtidos para cladddios dos individuos estudados sdo superiores ao
encontrados por Oliveira et al., (2007), para o teor de cinza da polpa dos ramos de mandacaru
(1,65). Para os obtidos por Silva et al., (2012), para o teor de cinzas da polpa (0,37) e da casca

dos frutos (0,44) de mandacaru.
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Tabela 12-Valores médios do teor de cinzas da droga vegetal dos cladddios dos individuos de

C. jamacaru
Individuos Média Individuos Média
CJEO1 13,7 % CJEO06 11,3%
CJEO2 15,8 % CJEOQ7 14,0 %
CJEO3 18,7 % CJEO08 10,8 %
CJEO4 13,5% CJEO09 13,6 %
CJEO5 13,6 % CJE10 11,1 %

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

Os resultados dos valores médios obtidos para o teor de umidade da droga vegetal dos
cladadios dos individuos de C. jamacaru estdo representados na (Tabela 13).

O teor de umidade é um parametro importante para o controle microbiologico, pois t
acima do estabelecido possibilita o desenvolvimento de bactérias e fungos, atividade
enzimatica e hidrdlise, consequentemente, deterioracdo dos constituintes quimicos
(MARQUES et al., 2012).

A Farmacopeia Brasileira (2010) estabelece um limite de 8 a 14% no qual os
individuos ficaram na faixa de 11 a 18%. Desta forma, os individuos CJEO1, CJEQ2, CJEO3,
CJEQ5, CJE06, CJEO7, CJEO8, CJEQ9 e CJELO estdo de acordo com o limite estabelecido,
enguanto o individuo CJE04 apresentou valor superior. O excesso de agua pode ser um fator,

favorecendo o crescimento microbiano (SIMOES et al., 2017).

Tabela 13- Valores médios do teor de umidade da droga vegetal dos cladodios dos individuos
de C. jamacaru

Individuos Média Individuos Média
CJEO1 13,1 % CJEO6 11,3 %
CJEO2 13,6 % CJEO7 11,8 %
CJEO3 13,6 % CJEO8 11,4 %
CJEO4 18,3 % CJEOQ9 11,5%
CJEO5 13,8 % CJE10 11,7 %

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.
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5.2 Caracterizacdo Fitoquimica dos extratos etanélicos dos cladddios de C. jamacaru

O screening fitoquimico qualitativo teve como objetivo identificar as principais
classes de metabolitos secundarios através de reacdes que consistem em alteracdes visiveis
como precipitacéo, coloragéo e fluorescéncia nos extratos de C. jamacaru. Como mostrado na
Tabela 14, o screening indicou a presenca (teste positivo) para taninos/fendlicos totais e
esteroides/triterpenoides para todos os extratos CJOE1-CJE10, porém, a presenca de
alcaloides foi detectada apenas nos ultimos cinco extratos (CJE06-CJE10).

E importante ressaltar que as variagdes encontradas nos vegetais, como 0s teores dos
compostos podem ocorrer devido as condigfes ambientais em que as plantas estdo inseridas,
como a sazonalidade, o solo, temperatura, precipitacdo, dentre outras, bem como ao estadio de
desenvolvimento em que as plantas se encontram quando coletadas (NETO et al., 2007; Pretti
et al., 2018; Dutra, 2019). Os resultados do screening fitoquimico corroboram com os da
literatura sobre o tema (Dutra et al.,2019; Davet et al., 2009; Araujo et al.,2008)

Tabela 14- Resultados do screening fitoquimico dos extratos etandlicos de C. jamacaru
(CJE)

Metabolitos Coleta 1 Coleta 2

Secundarios

01 02 (03 (04 |05 |06 |07 |08 |09 |10

Saponinas - - - - - - - - - -

Polissacarideos - - - - - - - - - _

Taninos/ + + + + + + + + + +

Fendlicos totais

Flavonoides - - - - - - - - - _

Esteroides/ + + + + + + + + + +

Triterpenoides

Alcaloides - - - - - + |+ |+ |+ |+

Fonte: Elaborado pelo autor, 2019.

Legenda: (+) Positivo; (-) Negativo
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5.3 Analise de CLAE dos extratos etandlicos dos cladédios de C. jamacaru

O cromatograma obtido nas analises dos extratos etanolicos de CJ01-CJ10 por
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), com detector de UV estéo ilustrados na
Figura 9.

A partir da andlise do cromatograma apresentado na Figura 7, pode-se observar a
similaridade que existe entre os extratos dos individuos em estudo, uma vez que 0s compostos
majoritarios, oito picos destacados no cromatograma, sd0 0S mesmos. 1sso mostra que as
substancias existentes nos extratos sdo qualitativamente parecidas, diferenciando-se apenas
em suas concentracdes e nos compostos minoritarios. Os picos 1 e 2, com tempo de retencdo
entre 4 e 5,5 minutos, presentes em todas as amostras, mostrou um espectro UV (APENDICE
A) com duas bandas de absor¢do (Amax: 228 e 276 nm), compativel com o perfil do espectro
de UV da tiramina (Davet, 2005). A tiramina ja foi isolada nos cladédios de C. jamacaru,
sendo considerada como marcador quimiotaxonomico da espécie e também exibiu atividade
antimicrobiana (Davet 2005; Davet et al., 2009). Porém, somente com os estudos realizados
ndo é possivel confirmar que os picos 1 e 2, presentes nos extratos etanélicos dos cladddios de

C. jamacaru, correspondem a tiramina e/ou derivados.

Figura 7- Cromatogramas dos extratos etandlicos dos cladddios de C. jamacaru (CJEO1-
CEJ10)
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Outras substancias foram identificadas através da andlise comparativa de tempo de
retencdo, espectro de UV (APENDICES B e C) dos padrdes: 4cido p-hidroxibenzoico, acido
galico, acido p-cumarico, acido trans-ferulico, injetados nas mesmas condi¢fes dos extratos.
Essa analise permitiu identificar a presenca do acido galico em CJEO1, CJEO3, CJE04,
CJEO6, CJEQ7, CJEO8, CJEO9 e CJELO0; e 0 &cido p- hidroxibenzoico em todos os extratos.

Os referidos &cidos foram identificados com grau de similaridade acima de 90 % e os
picos 5 e 6 sdo indicativos de que sejam o0s acidos p-cumarico e trans-ferulico porque tém o
mesmo tempo de retencdo e um espectro de ultravioleta, com 86 % de similaridade, conforme
descritos na Tabela 15. O pico majoritario em todas as amostras (pico 8), com tempo de
retencdo em 24 minutos, presente em todos os extratos, ndo mostrou similaridade com
nenhum dos padrdes analisados, porém, o espectro de UV deste pico apresentou duas bandas
de absor¢ao (Amax: 266 e 365 nm), que possivelmente podem pertencer a classe de
flavonoides (DOURADO & LADEIRA, 2008).

Tabela 15- Constituintes quimicos identificados nos extratos dos individuos de C. jamacaru
CJ01-CJ10 por CLAE/UV com n° de picos, tempo de retencdo (Tr), lambda maxima (A max)
e porcentagens (%) da area dos picos.

N°de Tr A % dos picos nos extratos Compostos
picos (min) max Identificados
(nm) 01 02 03 04 05 06 07 08 09 10
1 4,9 228 120 105 135 117 73 7,7 92 48 68 114 ND*
55 228 208 156 1,7 109 70 255 19 116 79 0,6 ND*
65 228 24 - 05 14 - 10 01 15 03 072 Acido Galico
134 274 32 13 55 01 16 31 39 17 16 11 Acido p-

hidroxibenzoico
5 184 270 02 02 10 03 06 02 01 01 07 01 Acidop-cumarico

6 197 264 04 02 43 31 15 13 25 24 93 21 Acido trans-

ferdlico
7 225 258 0,7 0,3 - - 11 01 04 05 06 04 ND*
8 240 272 126 282 146 224 353 175 329 280 233 345 ND*

*ndo identificada
Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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5.4 Anélise de CLAE das fra¢es etandlicas dos cladddios de C. jamacaru

Visando o isolamento dos compostos ativos, os extratos CJEOL a CEJ10 foram
reunidos e fracionados em coluna de silica gel. As fra¢fes obtidas (C1F01 a C1F09) foram
analisadas por CLAE e, como pode ser observado no cromatograma (Figura 8), nenhuma
fracdo mostrou o perfil de uma substancia pura, porém, percebe-se a presenca de fracdes
enriquecidas com alguns compostos que nos extratos brutos estavam em baixas
concentragcOes. Na tentativa de identificar esses compostos foi feita, assim como nos extratos,
analise comparativa com os padrdes, como pode ser visto na tabela 16 e nos APENDICES B e
D. Assim, foram identificados: o acido galico nas fracdes FO6, FO7, FO8 e F09; o acido p-
hidroxibenzoico nas fracdes F04, FO5, F06, FO7, FO8 e F09, sendo que o &cido p-
hidroxibenzoico apresentou um percentual de 35,3 e 54,0 nas fracbes FO5 e FO06,
respectivamente. O pico majoritario 7, com tempo de retencdo entre 24 minutos, esta presente
nas fracbes FO7, FO8 e F09, com um percentual de 50,2 e 31,8 nas FO7 e FO08,
respectivamente; e o pico 8, com tempo de retencdo entre 24,5 minutos, foi identificado
apenas nas fragbes FO5, FO6. Os picos 7 e 8 ndo mostraram similaridade com nenhum dos
padrdes analisados, porém, o espectro de UV deles apresentou duas bandas de absorgéo
(Amax: 266 e¢ 365 nm). Possivelmente devem pertencer a classe de flavonoides. Tais
substancias foram eluidas juntas nos extratos (DOURADO & LADEIRA, 2008).
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Figura 8 - Cromatogramas das fracbes C1F01-F09 obtidas a partir dos extratos dos cladodios

de C. jamacaru
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Tabela 16- Constituintes quimicos identificados nas fracbes C1 F01-FO9 CLAE/UV, com

tempo de retencdo (Tr) e porcentagens (%) da area dos picos.

N°de Tr(mi Fracoes (%)

Compostos

picos  n) 01 02 03 04 05 06 07 08 09 identificados
1 49 - - - - - - 25 41 38 ND*
2 6,0 - - - - - - - 44 01 ND*

3 6,5 - - - - - 03 06 03 07 Acido Galico
13,4 - - - 15 353 540 39 08 1,7 Acido p-

hidroxibenzoico
5 19,7 - - - - 09 12 06 1,7 12 ND*
6 225 23 33 - 1,7 18 05 39 143 28 ND*
7 24,0 - - - - - - 502 318 55 ND*
8 24,5 - - - - 146 19,7 - - - ND*

*ndo identificada
Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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5.5 Determinacéo estrutural de CJ1

A fracdo C1F2-C1F3, apds sucessivas colunas cromatogréficas, resultou na obtengédo
de um solido branco (49,0 mg), soltivel em diclorometano (CHCI,), codificado CJ1 e com
faixa de fusdo 155-175 °C, apontando que material ndo estava completamente puro.

O espectro de RMN de *H (400 MHz, CDCls), (Figura 10, pagina 67), mostrou sinais
compativeis com uma mistura de dois triterpenos denominados CJla e CJ1b e os demais
sinais foram atribuidos a um &lcool de cadeia carbdnica longa, chamado CJlc. A analise
detalhada deste espectro revelou um envelope de sinais entre oy 2,0-0,5 sugestivos de
hidrogénios metilénicos e metilicos de nucleo triterpénico, sendo doze entre 64 0,76 a &4 1,03,
referentes a hidrogénios dos grupos metilicos de CJla e CJ1b. Mostrou ainda um sinal em oy
3,22 (1H, dd, J=11,0; 5,0 Hz; H-3)/3,22 (1H, dd, J=11,0; 7,5 Hz; H-3) referente ao hidrogénio
carbindlico de CJ1a/CJ1b; trés sinais na regido de hidrogénio ligado a carbono sp?, sendo os
sinais em oy 4,69 (1H d, J=2,5 Hz) e 4,57 (1H dt, J=2,7; 1,2 Hz), caracteristicos de
hidrogénios olifinicos geminais. Estes foram atribuidos aos dois hidrogénios da ligacdo dupla
terminal de CJ1a, e o sinal em 644,86 (1H, s; H-19) referente ao hidrogénio da ligacdo dupla
trissubstituida de CJ1b, bem como um sinal em 64 2,40 (1H, dt, J=11,1; 5,9 Hz; H-19)
atribuido ao hidrogénio ligado ao carbono alilico de CJla (LAGHARI et al.,, 2011;
JEFFREYS & NUNEZ, 2016; WANG et al., 2011; SOUSA et al., 2019).

Os demais sinais observados no espectro de RMN de 'H (400 MHz, CDCI3) foram
atribuidos a substancia CJic, destacando-se um tripleto em &y 3,66 (t, J=6,6 Hz, 2H-1),
compativel com prétons geminais do grupo metilénico ligado a hidroxila (-CH,OH), e o sinal
intenso em &y 1,26 corresponde a hidrogénios metilénicos..

Os espectros de RMN de *C - BB e DEPT 135 (400 MHz, CDCl3), (Figuras 13 e 15,
paginas 70 e 72), corroboraram com as informacdes obtidas no espectro de RMN de 'H,
mostrando sinais correspondentes aos 30 a&tomos de carbono duplicados CJ1a/CJ1b. Sendo
0s sinais em o¢ 79,2/6¢c 79,0 (C-3) referentes aos carbonos carbindlico de CJ1a/CJ1b e dois
sinais d¢c 151,2 (C-20) e 6¢c 109,5(C-29)/0c 143,0 (C-18) e 6¢c 129,7 (C-19) referentes aos
carbonos olefinicos de CJ1a/CJ1b. Apds andlise comparativa entre os espectros de RMN de
3C- BB e DEPT 135, verificou-se a presenca de seis carbonos metinicos (CH), onze
carbonos metilénicos (CH,), sete carbonos metilicos (CHj3) e seis carbonos ndo hidrogenados
(C) para CJla, cinco carbonos metinicos (CH), dez carbonos metilénicos (CH,), oito
carbonos metilicos (CHj3) e sete carbonos ndo hidrogenados (C) para CJ1b.
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Os demais sinais, observados nos espectros de RMN de *3C - BB e DEPT 135 (400
MHz, CDCl3), em 6¢c 14,3; 22,9; 25,4; 29,8 e 63,3 foram atribuidos aos grupos -CHgs, -
CH,CH,CH;- e -CH,0H, respectivamente, de CJ1c.

O mapa de correlagdo heteronuclear HSQC (*H x *3C), (Figura 17, péagina 74),
mostrou correlagdes dos sinais em oy 4,69 e 4,57 (H-29), com o0 sinal de carbono em 6¢ 109,5
(C-29), do sinal em dy 3,22 (H-3) com carbono em 6¢ 79,2 (C-3) e do sinal em oy 2,40 (H-19)
com o carbono em &¢ 48,2(C-19) para CJla. Assim como, foram observadas as correlacdes
entre os sinais oy 0,69 (H-5) e 6¢ 55,5 (C-5); d¢ 1,30 (H-9) e 6¢ 51,2 (C-9); 641,69 (H-13) e
d¢c 39,0 (C-13); oy 0,94 (H-27) e 6¢c 14,6 (C-27) para CJ1lb, mostrando que a principal
diferenca entre ambos reside na posi¢éo da ligagdo dupla em C20-C29 e C18-C19 para CJla
e CJ1b, respectivamente.

Estas informacdes foram confirmadas atravées das correlagfes a longa distancia (a duas
ou a trés ligacBes) observadas no mapa de correlagdo heteronuclear HMBC (*H x **C),
(Figura 19, pagina 76), o qual exibiu as correlag@es dos hidrogénios em &y 4,69 (H-29) e 6y
1,68 (3H-30) como em &¢ 48,2 (C-19), do hidrogénio em 8y 2,40 (H-19), com 0s sinais em dc
109,5 (C-29) e 6¢ 19,5 (C-30). Houve correlacdes dos hidrogénios em &y 0,97 s (3H-23) e o4
0,77 (3H-24), com os carbonos em d¢ 79,2 (C-3) e d¢ 55,5 (C-5). Nas duas ligagdes observou-
se correlacGes dos hidrogénios em 6y 2,40 (H-19) e o4 1,68 (3H-30) com o carbono em ¢
151,2 (C-20) para CJla.

E para CJ1b foram observadas as correlaces dos hidrogénios em 6y 0,88 (H-24) e 6y
1,51; 1,37 (H-6), com o sinal em &¢ 55,5 (C-5), e dos hidrogénios em 6y 1,51; 1,37 (H-6), com
o carbono em ¢ 40,8 (C-8). A posicao da ligagdo dupla em o¢ 143,0 e 129,7(C-18 e C-19) foi
evidente a partir das correlagcdes do hidrogénio em &y 4,86 (H-19) com os sinais em d¢ 39,0
(C-13), 8¢ 143,0 (C-18) e 5¢ 34,3(C-17).

A analise desses dados juntamente com os dos espectros bidimensionais (COSY,
HSQC e HMBC), (Figuras 16, 17 e 19), em comparagdo com os da literatura (LAGHARI et
al., 2011; JEFFREYS & NUNEZ, 2016; WANG et al., 2011; SOUSA et al., 2019), (Tabela
17, pagina 65), foi possivel determinar as estruturas de CJlae CJlb como sendo 0s
triterpenos lupeol e germanicol, respectivamente (Figura 9). O lupeol (Lup-20(29)-em-3-ol) e
0 germanicol (olean-18(19)-p-ol) sdo isémeros, férmula molecular C3oHs0O, que se
diferenciam nos anéis D/E, um com o quinto anel pentagonal e o outro haxagonal. Assim, 0
lupeol pertence a classe dos lupanos e o germanicol a dos oleanos, ocorrendo diferenca nos
grupos metilicos. No oleano situa-se no carbono 20 e nos lupanos encontra-se no carbono 19
(NUNES, 2013), conforme Figura 9.
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Essas substancias estdo sendo relatadas pela primeira para a espécie C. jamacaru. Sdo
comuns em espécies vegetais: o lupeol apresenta atividade anti-inflamatoria, antimicrobiana,
dentre outras, e 0 germanicol possui atividade antiprotozoaria, anti-inflamatoria, anticancer,
antitumoral, entre outras (PEREIRA JUNIOR, 2005; AVILA, 2013).

Os dados de RMN analisados e a comparagcdo com os da literatura sobre o tema
(ISHIKAWA & ANDO, 1993; AHMED et al., 2019) permitiram determinar a estrutura de
CJlc, sendo o octadecanol um alcool primario de cadeia longa, formula molecular C,gH330,
(Figura 9) distribuido no ambiente terrestre e estd associado ao teor de acido graxos
(ALVAREZ, 2013).

Figura 9- Estruturas de CJla (Lupeol), CJ1b (Germanicol) e o CJ1c (Octadecanol).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Tabela 17- Dados de RMN de *H e *C de CJ1(a/b) em CDCl; (400MHz respectivamente) e comparagdo com os da literatura do Lupeol.

(LAGHARI et al., 2011; JEFFREYS & NUNEZ, 2016) e do Germanicol (WANG et al., 2011; SOUSA et al., 2019).

Clla Lupeol CJllb Germanicol (lit.)
(lit.)
C oc oy oc oy oc o oc oy
1 | 39,1 | 1,68 (1H, m); 0,90(1H, m) 38,7 1,65 (1H, m); 0,90(1H, m) 384 | 1,68(1H,m);0,94 (1H, m) | 384 -
2 | 276 | 1,67 (1H, m); 1,59(1H, m) 274 | 1,59 (1H, m); 1,67 (1H, m) 275 | 158 (1H,m);1,54 (1H, m) | 27,4 -
3 79,2 3,22 (1H, dd, J=11,0; 5,0 79,0 3,20 (1H, dd, J=5,03 e 79,0 3,22 (1H, dd, J=11,0; 7,5 79,0 | 3,20 (1H, dd, J=11,5e 6,2 Hz)
Hz) 11,5Hz) Hz)
4 | 391 - 38,7 - 38,9 - 38,9 -
5 55,5 0,76 (1H, m) 55,3 0,68 (1H, m) 55,5 0,69 (1H, m) 55,5 -
6 | 185 | 1,52 (1H, m); 1,41(1H, m) 18,3 1,40 (1H, m); 1,50 (1H, m) 18,3 1,51 (1H, m); 1,37 (1H, m) | 18,3 -
7 | 345 1,41(1H, m); 1,35(1H, m) 343 | 1,32(1H, m); 1,42 (1H, m) | 346 1,35 (2H, m) 34,6 -
8 411 - 40,9 - 40,8 - 40,8 -
9 | 50,7 1,27 (1H, m) 50,5 1,29 (1H, m) 51,2 1,30 (1H, m) 51,2 -
10 | 374 - 37,2 - 37,2 - 37,2 -
11 | 21,1 | 1,41 (1H, m); 1,20 (1H, m) 20,9 | 1,20 (1H, m); 1,40 (1H, m) 21,3 - 21,1 -
12 | 254 1,67 (1H, m); 1,10(1H, m) 25,2 1,07 (1H, m); 1,68 (1H, m) 26,4 - 26,2 -
13 | 38,3 1,69 (1H, m) 38,1 1,68 (1H, m) 39,0 1,69 (1H, m) 38,9 -
14 | 43,2 - 42,8 - 43,3 - 43,3 -




66

15 [ 27,6 | 1,68(1H, m); 1,04 (1H, m); | 27,4 | 1,00 (1H, m); 1,68 (1H,m) | 275 - 275 -
16 | 358 | 1,48(1H,m); 1,38 (1H,m); | 356 | 1,37 (I1H,m); 1,48 (1H,m) | 37,3 - 377 -

17 | 430 - 42,8 - 34,3 - 34,4 -

18 | 485 1,38(1H, m) 48,3 1,37 (1H, m) 143,0 - 1428 -

19 | 48,2 | 2,40 (1H, dt, J=11,1;59Hz) | 48,0 | 2,38 (1M, ddd, J=5,6;11,0; | 1297 4,86(1H, s) 1297 4,86(1H, s)

11,0 Hz)
20 | 151,2 - - 32,4 - 323 -
151,0

21 | 30,1 | 1,93 (1H, m); 1,38 (1H,m) | 29,9 | 1,37 (I1H,m); 1,92 (1H, m) | 334 1,57 (2H, m) 33,3

22 | 40,2 | 1,41(1H,m); 1,18 (1H,m) | 40,0 | 1,37 (1H,m); 1,19 (1H, m) | 37,4 | 1,40 (1H, m); 1,18 (IH, m) | 37,3

23 | 28,2 0,97 (3H, 5) 28,0 0,97 (3H, 5) 28,1 0,74 (3H, 5) 28,0 0,75 (3H, 5)
24 | 15,6 0,77 3H, 5) 153 0,76 (3H, 5) 154 0,88 (3H, 5); 154 0,88 (3H, 5)
25 | 16,3 0,84 (3H, 5) 16,1 0,83 (3H, 5) 16,1 0,77 3H, 5) 16,1 0,77(3H, s)
26 | 16,2 1,04 (3H, s) 16,0 1,03 (3H, s) 16,7 0,94 (6H, 5) 16,7 0,94 (6H, s)
27 | 14,8 0,95 (3H, 5) 146 0,94 (3H, 5) 14,6 0,94 (6H, s) 14,6 0,94 (6H, s)
28 | 18,2 0,79 (3H, 5) 18,0 0,79 (3H, 5) 254 1,02 (3H, s) 253 0,97 (3H, 5)
29 | 109,5 4,69 (1H, d, J=2,5 Hz); 109,3 | 4,54 (1H, sl); 4,67 (1H, sl) | 31,5 0,94 (3H, sl) 31,3 1,02 (3H, sl)

4,57 (1H dt, J=2,7; 1,2 Hz)
30 | 19,5 1,68 (3H, s) 19,3 1,68 (3H, 3) 29,4 1,08 (3H, sl); 29,2 1,08 (3H, sl);

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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Figura 10- Espectro de RMN de *H de (CDCl; 400 MHz) de CJ1.
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Figura 11-Expanséo do Espectro de RMN de *H de (CDCl5, 400 MHz) de CJ1.
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Figura 12- Expansdo do Espectro de RMN de *H de (CDCl; 400 MHz) de CJ1.
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Figura 13- Espectro de RMN de **C — BB (CDCls 400 MHz) de CJ1.
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Figura 14- Expansdo do Espectro de RMN de **C-BB (CDCl;, 400 MHz) de CJ1.
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Figura 16- Mapa de Correlagdo Homonuclear COSY - *H x *H (CDCl3, 400 MHz) de CJ1.
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Figura 17 - Mapa de Correlacido Heteronuclear HSQC - *H x **C (CDCls 400 MHz) de CJ1.
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Figura 18- Expansdo do Mapa de Correlacéo Heteronuclear HSQC - *H x **C (CDCl5, 400 MHz) de CJ1.
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Figura 19- Mapa de Correlagéo Heteronuclear HMBC - *H x *C (CDCl; 400 MHz) de CJ1.
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Figura 20-Expanséo do Mapa de Correlacio Heteronuclear HMBC - *H x *C (CDCl3, 400 MHz) de CJ1.
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5.6 Andlise da Atividade Antioxidante in vitro dos extratos etanélicos de C. jamacaru

Os resultados da atividade antioxidante dos extratos brutos dos cladodios de C.
jamacaru estdo apresentados na Tabela 18. Conforme descrito na literatura, a atividade
antioxidante para extratos com valores de ICso inferior a 50 ug mL™ indica elevado efeito
inibitério; 1Cs, inferior a 100 pg mL™ apresenta eficiente efeito inibidor; ICs, inferior a 500
ng mL™ indica moderado efeito inibidor e 1Cs, acima de 1000 pg mL ™ ndo possui efeito
inibidor (NGUTA et al., 2012). Levando-se em consideragdo essa classificagéo, e como pode
ser observado na Tabela 18, todos os extratos (CJ01-CJ10) se mostraram ativos para todos 0s
métodos testados (DPPH, ABTS, CAT, PR e SRSA). Entre os métodos avaliados, a melhor
atividade antioxidante dos extratos se deu para SRSA, ABTS e DPPH destacando-se 0s
extratos CJEOL1 e CJEO6, com resultados menores de 1Cso= 84,29 pg mL™, 1Cs= 62,78 g
mL™, ICso= 122,98 pug mL™?, 1Cs= 118,39 pg mL™, 1Cso= 237,37 pg mL™, ICso= 234,26 pg
mL™, respectivamente, que os padrées utilizados como controle positivo.

Quanto ao ensaio de DPPH, os extratos CJEO1, CJE04, CJE06, CJEO8 e CJE09
apresentaram-se ativos com 1Csg= 237,35 pg mL™, ICso= 238,65 g mL™, ICso= 234,26 pg
mL™, ICse= 260,57 ug mL™ e 1Cs= 275,75 pg mL™, respectivamente, destacando-se o0s
extratos CJEO1 e CJEO6 com Otima atividade antioxidante, com ICso= 237,37 g mL?, ICso=
234,26 pug mL™?, respectivamente, menores que o padrdo BHT, com ICso= 285,12 pg mL™
usado como controle positivo.

Nos resultados obtidos no ensaio de captura do ABTS® todos os extratos
apresentaram-se ativos, entretanto, CJEO1 e CJEO06 apresentaram uma boa atividade
antioxidante, com ICsq = 122,98 pg mL™ e 118,39 pg mL'1, respectivamente, menor que 0
ICso do padréo BHT (ICso= 124,71 ug mL™) usado como controle positivo.

O teste de capacidade antioxidante total (CAT) tem como finalidade avaliar a
capacidade que a amostra possui em doar elétrons neutralizando compostos com radicais
livres. Os extratos apresentaram atividade antioxidante para o (CAT) mesmo com resultados
acima de 500 ug mL ", podendo-se considerar um leve efeito antioxidante. Pois, comparando
com a literatura sobre o tema, sdo tidos como inativos resultados acima de 1000 pug mL ™.
Pode-se observar que as diferengas para os extratos CJEOL1 e CJEO06, com ICsp= 812,67 ug
mL™ e 782,39 pug mL™, respectivamente, ndo foram tdo distantes em comparacdo com o
padrdo BHT com 1Cs,=772,11 pg mL™.
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Tabela 18- Atividade antioxidante dos extratos etanolicos dos individuos de C. jamacaru avaliados frente aos métodos DPPH, ABTS, CAT, PR,

SRSA, com valores de ICs,expressos em pug mL™

DPPH"* ABTS* CAT PR SRSA
Amostras |C50 |C50 |C50 |C5o |C50
(ng mL™) (ng mL™) (ng mL™Y) (ng mL™) (ng mL™)

Trolox 64,52 + 0,03 32,41+ 0,05 N.D. N.D. N.D.

Acido Ascérbico N.D. N.D. 500,00+ 0,02 N.D. N.D.

BHT 285,12 + 0,02 124,71 +0,23 772,14 +0,11 N.D. N.D.
Quercetina N.D. N.D. N.D. 393,83 £ 0,24 142,78+ 0,16
CJEO1 237,37 + 0,01 122,98 + 0,13 812,67+ 0,25 628,10 + 0,12 84,29 + 0,24
CJE02 290,14 + 0,12 139,12 + 0,03 856,82+ 0,14 701,38+ 0,05 121,89+ 0,01
CJEO3 336,62 + 0,20 162,48 + 0,05 921,87+ 0,03 845,98+ 0,32 182,39+ 0,89
CJEO4 238,65 + 0,04 151,29 + 0,23 835,39+ 0,23 642,93+ 0,14 110,29 + 0,19
CJEO5 376,51 + 0,02 171,23 + 0,33 972,18+ 0,27 928,19+ 0,05 127,98 + 0,01
CJE06 234,26 + 0,11 118,39 + 0,01 782,39+ 0,11 593,12+ 0,01 62,78 + 0,16
CJEO7 375,66 + 0,16 163,29+ 0,23 964,63+ 0,23 938,19+ 0,09 163,29 + 0,32
CJEO8 260,57 + 0,21 128,98 + 0,04 872,49+ 0,18 679,20+ 0,72 97,26 + 0,03
CJE09 275,75 + 0,01 147,29 + 0,02 912,32+ 0,83 729,12+ 0,09 117,29 + 0,41
CJE10 286,59 + 0,02 126,39 + 0,15 941,28+ 0,10 729,19+ 0,02 137,29+ 0,71

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.

N.d- Nao determinada
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O ensaio do poder redutor (PR) é semelhante ao teste de CAT, pois apresenta 0 mesmo
objetivo de avaliar a capacidade de uma amostra doar elétrons, diferenciando-se nas
condigOes em que ocorre a reacdo. Os extratos se apresentaram ativos mesmo com resultados
superiores a 500 pg mL ™, possuindo um leve efeito antioxidante. De acordo com a literatura
s6 sdo tidos como inativos resultados acima de 1000 pg mL™. Observou-se que 0s extratos
CJEO1 e CJEO6 tiveram resultados de 1Cso- 628,10 e 593,12 ug mL™, respectivamente, ndo
tdo distantes do padrdo quercetina, com ICsp= 398,83 pg mL™, utilizado como controle
positivo.

Ja o resultado obtido no ensaio do sequestro de radical superoxido (SRSA)
demonstrou-se ativo para os extratos CJEO1l, CJEO2, CJEO4, CJEO5, CJEO6, CJEOS,
CJE09 e CJE10, com ICs, entre 62,78 e 137,29 pg mL™, menores que o valor de ICs
(1C50=142,78 pug mL™). Podendo-se ainda destacar os extratos CJEOL (ICso= 84,29 ug mL™) e
CJE06 (ICso= 62,78 pg mL™) com excelente atividade.

Os individuos CJEO1 e CJEQ6 se destacaram apresentando melhores atividades diante
dos métodos SRSA, DPPH e ABTS.

Estes resultados podem ser justificados pela presenca de substancias fendlicas como
acido p-hidroxibenzoico, acido galico, acido trans-ferulico e acido p-cumarico, identificadas
na analise por CLAE e que sdo conhecidas na literatura pelo seu potencial antioxidante. Esses
resultados confirmam que h& variagdo na composicdo quimica. Mesmo 0s extratos dos
individuos apresentando perfil cromatogréfico semelhante, é perceptivel uma diferenga

quantitativa, a qual justifica as variag6es antioxidantes.

5.7Analise da Atividade Antimicrobiana in vitro dos extratos etandlicos de C. jamacaru

Os resultados da atividade antimicrobiana dos extratos brutos dos cladodios de C.
jamacaru frente as cepas Streptococcus epidermides, Staphylococus aureus, Escherichia coli
e Listeria monocytogenes estdo descritos na Tabela 19. Como pode ser observado, todos os
extratos se mostraram ativos frente as cepas avaliadas, especialmente, os de CJEO1 e CJEO06.
Uma vez que a literatura mostra que extratos brutos, com resultados de concentragdo
inibitéria minima (CIM) menor que 500 pg mL™, possuem atividade antimicrobiana e podem
ter aproveitamento para o tratamento de infec¢des fungicidas ou bacterianas (MENDES et al.,
2011).
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Para compostos puros a avaliacdo da atividade antimicrobiana, pelo teste de
concentracao inibitéria minima, considera que valore de CIM <100 pug mL™ teriam uma boa
atividade; entre 100 a 500 pg mL*, uma atividade antimicrobiana moderada; > 500 e < 1000
ng mL™, fraca; e >1000 ug mL™* ndo apresenta atividade antimicrobiana (SANTOS, 2015).

Considerando a classificacdo acima, os resultados obtidos revelam que os extratos
(CJEO1 a CJEO010) possuem de boa a moderada atividade antimicrobiana. Entre as quatro
cepas avaliadas, a melhor atividade antimicrobiana para todos os extratos foi observada frente
as cepas E. coli, com CIM variando de 4 a 128 ug mL™?, e L. monocytogenes com CIM
variando de 8 a 128 pg mL™, destacando-se a excelente atividade antimicrobiana dos extratos
CJEO1 e CJEOQ6 frente essas cepas, com CIM semelhante ao do antibi6tico tetraciclina usado
como controle positivo. Para a cepa E. coli tanto CJEOL como CJEO06 exibiram CIM de 4 pg
mL™ igual ao da tetraciclina, consequentemente, esses extratos tém excelente potencial para
serem usados na producao de fitoterapicos.

Os extratos CJE01-CJE10 de Cereus jamacaru se apresentam como fonte promissora
de substancias bioativas principalmente em relacdo a E. coli e L. monocytogeneses. Todos tém
perfil qualitativamente semelhantes, porém, os extratos CJEO1 e CJEO6 se destacaram
apresentando diferencas quimicas quantitativamente em suas concentra¢des visiveis no pico 2,
um pouco mais elevadas em relagdo aos demais (Tabela 15). Essas atividades podem ser
justificadas pela diferenca quantitativa entre os extratos, uma vez que todos sao
qualitativamente semelhantes, mas quantitativamente os extratos CJEO1 e CJEOQ06 se

mostraram semelhantes entre si e diferentes dos demais.
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Tabela 19- Atividade antimicrobiana dos extratos etandlicos dos individuos de C. jamacaru expressas em Concentracdo Inibitéria Minima
(CIM) e Concentragdo Bactericida Minima (CBM)

Cepas
S. epidermidis S. aureus E. coli L. monocytogenes
Amostras ATCC 14990 ATCC 25923 ATCC 25922 ATCC 7644
CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM
(ug mL™) (ug mL™) (g mL") (g mL™) (g mL™) (mgmL™) | (gmL?) | (ugmL™)
CJEO1 128 256 64 128 4 8 32 64
CJEO2 256 512 256 512 16 32 8 16
CJEO3 256 512 256 512 16 32 8 16
CJEO4 128 256 128 256 32 64 8 16
CJEO5 512 1024 256 512 32 64 32 64
CJEO06 128 256 32 64 4 16 16 32
CJEQ7 512 1024 256 512 128 256 128 256
CJEO8 256 512 256 512 64 128 64 128
CJEQ9 256 512 128 256 32 64 32 64
CJEL0 256 512 128 256 32 64 32 64
Tetraciclina 2 4 8 16 4 8 4 8

Fonte: Elaborado pelo autor, 2020.
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A literatura mostra que a presenca de taninos e flavonoides, triterpenos podem
justificar a atividade antimicrobiana de um extrato (DUARTE 2006; MENDES et al., 2011).
Desta forma, a atividade antimicrobiana dos extratos CJE01-CJE10 de Cereus jamacaru
pode ser justificada pela presenca de compostos fendlicos identificados no screening
fitoquimico inicial e na analise por CLAE, como também pelo triterpeno lupeol, identificado a
partir do fracionamento cromatografico dos extratos, que é conhecido na literatura como um
agente antimicrobiano (AVILA, 2013).
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6. CONCLUSAO

O estudo desenvolvido com os cladodios de uma populacdo de C. jamacaru
possibilitou a identificacdo do controle fisico-quimico, como o pH, que se obteve a partir das
drogas vegetais de carater relativamente acido; considerando, também, o teor de cinzas,
umidade, a densidade e a granulometria obtidos através de resultados que estdo, a maioria, de
acordo com os valores preconizados na Farmacopeia Brasileira. A abordagem fitoquimica
revelou a presenca de taninos, alcaloides e esteroides/triterpenoides, que ja foram estudados
na literatura para a referida espécie.

Através dos dados de RMN *H e *3C e técnicas uni e bidimensionais, e comparacdes
com a literatura, foi possivel caracterizar a substancia isolada como sendo uma mistura dos
triterpenos lupeol (CJl1a) e germanicol (CJ1b), assim como um alcool primario de cadeia
longa, o octadecanol (CJ1c), os quais estdo sendo reportados pela primeira vez para espécie
C. jamacaru.

As amostras de todos os extratos brutos de C. jamacaru (CJE01-CJE10)
apresentaram atividade antioxidante frente aos métodos SRSA, DPPH e ABTS. Sobretudo, as
amostras dos extratos CJEOL e CJEO6 foram os mais ativos, especialmente, para 0 método
SRSA, com resultados menores que o padrdo quercetina, podendo ser considerados como
fonte promissora de substéancias bioativas.

As amostras dos extratos brutos de C. jamacaru (CJE01-CJE10) apresentaram
atividade antimicrobiana frente aos microrganismos testados, assim como no teste
antioxidante, as amostras dos extratos CJEO1 e CJEQ06 se mostraram mais ativos. Esses dois
extratos, frente & bactéria Escherichia coli, exibiram MIC 4pg mLtigual ao do antibié6tico
tetraciclina usada como controle, consequentemente, esses extratos tém excelente potencial
antimicrobiano e que podem contribuir para o desenvolvimento de um fitoterapico.

Desta forma, as atividades antioxidante e antimicrobiana dos extratos de Cereus
jamacaru (CJE01-CJE10) podem ser justificadas pela presenca de compostos fendlicos
identificados no screening fitoquimico inicial e na analise por CLAE, a qual permitiu a
identificacdo do acido galico, acido p-hidroxibenzoico, &cido trans-ferulico e acido p-
cumarico. Adicionalmente, o triterpeno lupeol, identificado a partir do fracionamento
cromatogréafico dos extratos pode contribuir para atividade antimicrobiana dos extratos, uma

vez que é conhecido na literatura como agente antimicrobiano.
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APENDICE A- Espectro de Absor¢do UV do comprimento de onda com tempo de retengéo

de aproximadamente 5 mim dos extratos etandlicos de C. jamacaru.

600

400

200

NH,

600

400

[-200

APENDICE B- Andlise comparativa dos espectros de UV das substancias identificadas nos

extratos e fracdes com os padrées: acido galico, &cido p-cumarico, acido p-hidroxibenzoico e

acido trans-ferulico.

Acido Galico
300 3 i Known - - Unknown E 300
200 || \ £ 200
- I '\ -
1004 || E 100
o E 4 T T T 0
250 300 350 400

nm

Acido p-cumarico

mAU

250 300 350 400
nm

mAU

mAU

mAU

200 -
100 -

-100 3

mAU

Acido p-hidroxidobenzoico

—_— wn Unknown = 200
=100 o
.,
0
T - T T _100
250 300 350 400

nm
Acido trans-ferulico

T T T
250 300 350

nm



95

APENDICE C- Cromatogramas dos extratos sobrepostos com os padres identificados 4cido

galico, &cido p-hidroxibenzoico, acido p-cumarico e &cido trans-ferdlico.
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APENDICE D- Cromatogramas das fracdes sobrepostos com os padrdes identificados acido

galico e acido p-hidroxibenzoico.
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