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RESUMO

Devido a diversidade quimica estrutural de compostos bioativos obtidos de plantas,
pesquisas sdo realizadas para uma melhor compreensao da aplicabilidade clinica desses
compostos provenientes de produtos naturais. A espécie Cereus jamacaru D.C
popularmente conhecida como mandacaru, é uma planta nativa da vegetacao da caatinga
e suas raizes tem uso popular no tratamento para Diabetes, calculo renal e seus frutos
podem constituir uma agradavel fonte de alimento, principalmente nas épocas seca
sendo importantes na alimentacédo local, como boa fonte nutricional. Assim, 0 objetivo
desta pesquisa foi promover a caracterizacdo fisico quimica das raizes e frutos, analise
termogravimétrica, microscopia eletrénica de varredura (MEV-EDS), espectroscopia no
infravermelho com transformada de fourier (FTIR), analise da composi¢do centesimal,
teor de fenolicos totais e atividade antioxidante, como também isolamento e a
identificacdo dos metabdlitos secundarios de C. jamacaru. A espécie foi coletada no
municipio de Esperanga, Paraiba. As raizes foram secadas em estufa com circulagéo de
ar a 40 °C e, apo0s a secagem, o material foi triturado e acondicionado em frasco
hermeticamente fechado. Os frutos coletados foram despolpados e posteriormente
congelados, até a realizacdo das analises. Foi realizada, caracterizacdo fisico-quimica
(perda por dessecacdo, teor de cinzas totais, determinacdo do potencial Hidrogenidnico-
pH). Posteriormente, foi realizada a prospec¢do fitoquimica através da obtencdo do
extrato etandlico bruto (EEB) e do fracionamento desse extrato, por parti¢do, obtendo-
se as fases: hexénica, diclorometano, acetato de etila e butanotlica. Também foi
preparado um extrato hidroalcodlico da polpa (EHAP) e da casca (EHAC), que foi
submetido ao processo de liofilizacdo. Uma analise quantitativa foi feita para determinar
0s metabdlitos secundarios. Realizou-se também o isolamento por métodos
cromatograficos: cromatografia em coluna, cromatografia em camada delgada e
cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC), além de identificacdo putativa por
espectrometria de massas utilizando como padréo duas saponinas isoladas anteriormente
das hastes de C. jamacaru. Na quantificacdo, obteve-se o teor de fendlicos totais nos
frutos, que variou de 107,31 a 5.208,80 mg equivalentes de acido galico, GAE, 100 g*
e comparados com estudos que avaliaram outros frutos, sendo considerados como boas
fontes de tais compostos. Considerando a capacidade antioxidante total (CAT) 79 -
138,18 g, sdo necessarios, para capturar 1 g do radical, 1,1-difenil-2-picrilhidrazilicos
(DPPH). Foi possivel a caracterizagdo estrutural de trés compostos identificados como
Cj-1 (N trans-feruloil tiramina), Cj-2 (1 metoxi 2,5 dihidroxi benzeno) e Cj-3 pelo
método de espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear de hidrogénio, e, carbono
uni e bidimensionais (RMN de 'H e °C), e identificacio de seis compostos pela
espectrometria de massas. Portanto, o presente trabalho contribui cientificamente no que
se refere & identificacdo dos constituintes quimicos e as propriedades nutricionais
presentes nas raizes e frutos de C. jamacaru na perspectiva de apresentar a comunidade
cientifica e a populacdo em geral, esses resultados dessa planta considerada medicinal.

Palavras-chave: Plantas Medicinais. Cactaceae. Estudo fitoquimico. Fendlicos Totais.






ABSTRACT

Due to the structural chemical diversity of bioactive compounds obtained from plants, research
is conducted to better understand the clinical applicability of substances from natural products.
The species Cereus jamacaru DC popularly known as mandacaru, is a native plant of the
caatinga vegetation and its roots have popular use in the treatment for diabetes, kidney stones
and fruits can be a pleasant source of food, being important in local food, as good nutritional
source. Thus, the objective of this research was to promote the physical chemical
characterization of roots and fruits, thermogravimetric analysis, SEM-EDS, FTIR, analysis of
centesimal composition, total phenolic content and antioxidant activity, as well as isolation and
identification of secondary metabolites C. Jamacaru. The species was collected in the
municipality of Esperanca, Paraiba. The roots were dried in an oven with air circulation at 40
°C and, after drying; the material was crushed and packed in a hermetically sealed flask. The
collected fruits were pulped and skin frozen until the analyzes were performed.
Physicochemical characterization (loss by desiccation, total ash content, determination of
Hydrogenionic potential-pH) was performed. Subsequently, the phytochemical prospecting
was performed by obtaining the crude ethanolic extract (BSE) and fractionation of this extract
by partition, obtaining the phases: hexane, dichloromethane, ethyl acetate and butanolic. A
hydroalcoholic extract of pulp (PE) and skin (SE) was also prepared and subjected to the
lyophilization process. A quantitative analysis was done to determine the secondary
metabolites. Isolation was also performed by chromatographic methods: column
chromatography, thin layer chromatography and high performance liquid chromatography
(HPLC), as well as putative identification by mass spectrometry using two saponins previously
isolated from C. jamacaru stems as standard. In the quantification, the total phenolic content of
the fruits was obtained, which ranged from 107.31 to 5.208.80 mg equivalent of gallic acid,
GAE, 100 g and compared with studies that evaluated other fruits, being considered as good
sources of such compounds. Considering the total antioxidant capacity (CAT) 79 - 138.18 g, it
is necessary to capture 1 g of the 1.1-diphenyl-2-picrylhydrazyl radical (DPPH). It was possible
the structural characterization of three compounds identified as Cj-1 (N-trans feruloyl
tyramine), Cj-2 (1 methoxy 2, 5 dihydroxy benzene) and Cj-3 by the hydrogen Nuclear
Magnetic Resonance spectroscopy method. , e, one and two-dimensional carbon (*H and 3C
NMR), and identification of six compounds by mass spectrometry. Therefore, the present work
contributes scientifically regarding the identification of chemical constituents and nutritional
properties present in roots and fruits of C. jamacaru in order to present the scientific community
and the general population, these results of this plant considered medicinal.

Keywords: Medicinal Plants. Cactaceae. Phytochemical study. Total phenolics.
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1 INTRODUCAO

As cactaceas sdo verdadeiros patriménios culturais de alguns ambientes, com destaque
nas regides aridas e semiaridas, compondo a abundante flora e economia (TAYLOR; ZAPPI,
2004). Trata-se de uma planta terrestre, com habito arboreo e relatos de epifitismo eventual
(MENESES et al., 2011).

Cereus jamacaru D.C. é um cacto, pertencendo a familia Cactaceae. Popularmente
conhecido como mandacaru, cresce em solos pedregosos e junto a outras espécies de cactaceas,
forma a paisagem tipica da regido semiarida do Nordeste (SILVA; ALVES, 2009), sendo
amplamente utilizada pela populagdo desta regido na construcao civil, como cimento, na cura
ou amenizacdo de doencas, para alimentacdo de bovinos, caprinos e ovinos e também para
ornamentacdo (SALES et al., 2014). Segundo Rocha e Agra (2002) o mandacaru pode atingir
de 3 a 7 m de altura e possui caule cheio de espinhos rigidos, contendo grande quantidade de
agua, sendo assim utilizada nos periodos de seca prolongada.

Essa espécie € geralmente encontrada em Caatinga do Nordeste do Brasil. Neste bioma,
o C. jamacaru D.C. é uma espécie chave para a sustentabilidade e conservacdo da
biodiversidade (CAVALCANTI; RESENDE, 2006). E um cacto colunar ramificado e com
flores brancas. Os frutos sdo grandes, alaranjados ou avermelhados, com polpa mucilaginosa
branca, nos quais se encontram inimeras sementes insipidas, de cor preta e bem pequenas,
possuem forma eliptica, tem aroma suave, é comestivel e tem sabor adocicado (MEIADO et
al., 2010).

O fruto do mandacaru mostra grande potencial para aproveitamento industrial, por
apresentar teores elevados de sélidos totais e acUcares totais, constituintes importantes em
processos biotecnoldgicos, como, por exemplo, em fermentacdo alcoodlica (ALMEIDA et al.,
2011).

Como planta medicinal utiliza-se a raiz, sob forma de infuso, sendo aplicada no
tratamento de doencas respiratorias, digestivas, hepaticas e renais. A polpa do caule, misturada
ao acucar, é usada no tratamento de ulceras (AGRA et al., 2007).

Na Bahia, um estudo importante citando o uso de cactaceas na medicina popular
registrou a utilizacdo de chéas das raizes de C. jamacaru D.C. para tratar infec¢fes urinarias
(ANDRADE, MARQUES; ZAPPI, 2006).

O uso de extratos vegetais para uso medicinal € uma das formas mais antigas de préaticas

medicinais da humanidade, e nele pode-se identificar a presenca de metabdlitos
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(GONCALVES, FILHO, MENEZES, 2005), onde os metabdlitos secundarios sdo substancias
que, na maioria das vezes, exercem fatores de interacdo entre organismos e desta maneira, de
modo frequente apresentam diversas atividades bioldgicas de interesse e farmacologicamente
importantes (SIMOES et al., 2003).

Estudos fitoquimicos sobre as espécies de Cactaceae tém relatado a presenca de
flavonoides, tais como quercetina, rutina e campferol, bem como a atividade antioxidante de
varias espécies. Nas plantas, esta atividade esta relacionada com a presenca de moléculas
fenolicas tais como os flavonoides, taninos, acidos fenolicos e antocianinas (PASCOAL et al.,
2014), assim como antraquinonas, saponinas e terpenos (LUCENA et al., 2012).

Para validacdo de plantas potencialmente terapéuticas sao necessarias investigaces
com o intuito de estudar desde a relacdo da medicina tradicional e popular; isolamento,
purificacdo e caracterizacao de principios ativos; observacdo da relacdo estrutura/atividade e
investigagdo farmacoldgica de extratos e/ou seus constituintes quimicos isolados, até a
operacdo de formulagdes para a producéo de fitoterapicos (SANTOS et al., 2013). Desta forma
este trabalho propds-se a realizar um estudo quimico, nutricional, atividade antioxidante e teor
de compostos fenolicos dos frutos, e nas raizes caracterizacdo fisico-quimica, além de
isolamento e a identificacdo ou determinacdo dos metabdlitos secundarios da espécie Cereus
jamacaru D.C.
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2 OBJETIVOS

2.1  Objetivo geral

Realizar caracterizacdo fisico quimica, isolamento, identificacdo dos metabolitos

secundarios das raizes e avaliacdo nutricional e composi¢do centesimal dos frutos, da espécie

Cereus jamacaru D.C.

2.2 Obijetivos especificos

Os objetivos especificos deste estudo foram:

a)
b)

c)
d)
€)
f)
g)

h)

)

K)

obter o material pulverizado da raiz da espécie C. jamacaru D.C.;

realizar a caracterizacao fisico-quimica da droga vegetal e do fruto;

realizar a analise da composi¢éo centesimal dos frutos;

obter o extrato etandlicos bruto (EEB) e fragGes particionadas (FPs) das raizes;
obter os extratos hidroalcodlicos (EHA) dos frutos

realizar o screening fitoquimico dos EEBs e EHA;

analisar o perfil termogravimétrico da droga, microscopia eletrénica de varredura-
energia dispersica da droga vegetal de C. jamacaru;

Quantificar os compostos fendlicos totais e avaliar a capacidade antioxidante dos
frutos por espectrofotdmetro;

utilizar métodos cromatograficos para o isolamento dos compostos quimicos;
identificar compostos através da espectrometria de massas, utilizando HPLC-
ESI/MS MS;

identificar e/ou elucidar as estruturas quimicas dos compostos isolados por técnicas
espectroscopicas (IV, UV, EM e RMN de *H e *C).
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3 REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Plantas medicinais

O Brasil € um dos paises do mundo que possui uma grande diversidade com
aproximadamente 40.000 espécies de plantas diferentes representando 20% da flora mundial
(LEITE, 1996; NEPOMUCENO, 2008; OLIVEIRA et al., 2012). O crescente interesse pelos
produtos derivados de plantas tropicais (ervas, suplementos alimentares) ganharam muita
atencdo no mercado internacional e este fato € muito importante para paises como o Brasil, rico
em biodiversidade e tradi¢des culturais locais (NEWMAN, CRAGG, 2007; NOGUEIRA,;
CERQUEIRA; SOARES, 2010).

Os produtos naturais veem sendo utilizado, com finalidade medicinal desde muito
tempo. Indicios do uso de plantas medicinais e toxicas foram encontrados nas civilizagdes
antigas, sendo considerada uma das praticas mais remotas utilizadas pelo homem que aprendeu
a conhecer as plantas e explorar as suas propriedades, objetivando a cura, prevencdo e
tratamento de doencas, além de servir como importante fonte de compostos biologicamente
ativos (ANDRADE et al., 2007).

De acordo com Lopes et al. (2005), planta medicinal é toda aquela que ao ser
administrada no homem ou animal, por qualquer via ou forma, exerca alguma acao terapéutica.

A aplicabilidade das plantas medicinais tem sido significativo ultimamente. Dados da
Organizacdo Mundial de Saiude (OMS) mostram que 80% da populacdo mundial faz uso de
plantas na amenizacdo ou cura de doengas, e depende basicamente dessas plantas para cuidados
de saude primarios (VEIGA-JUNIOR; PINTO, 2005).

O uso convencional de medicamentos a base de plantas para tratamento de varias
doencas é amplamente experimentado em paises em desenvolvimento e nos paises
desenvolvidos. Estima-se que cerca de 60% da populacdo mundial depende de plantas para
producéo de medicamentos (SUNDARAM et al., 2018).

Em alguns paises mais industrializados o uso de produtos da medicina tradicional €
igualmente significante, como Canada, Franca e Alemanha onde 70 a 90% da populacao tem usado
esses recursos (BRASIL, 2013).

Assim, mesmo a industria farmacéutica tendo evoluido cada vez mais no desenvolvimento

e producédo de medicamentos alopéticos, o facil acesso as plantas medicinais e a propria tradi¢éo do
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seu uso, perpetuam o habito das pessoas percorrerem as feiras e mercados populares, em busca das
mesmas (SZABO, 2015; VIEIRA-JUNIOR et al., 2005).

O emprego dessas plantas destaca-se pela sua comprovada eficacia e, principalmente,
pelo seu baixo custo, tornando-se alvo de algumas pesquisas, pois sua importancia tem se
revelado cada vez mais evidente (OLIVEIRA, KFFURI, CASALLI, 2010).

3.2 Consideracdes sobre a familia Cactaceae

As cactaceas constituem um grupo bastante diversificado de plantas que apresentam
estratégias adaptativas, evolutivas e ecoldgicas, as quais permitem o seu desenvolvimento em
variados habitats (ABUD et al., 2010). Esse grupo desenvolveu uma diversidade de formas de
vida e varias adaptacbes a aridez, que se refletem em seus aspectos morfoldgicos e
caracteristicas fisiologicas, assim como em sua versatilidade reprodutiva (MANDUJANO et
al., 2009).

A familia cactaceae pode ser dividida em quatro subfamilias: Maihuenioideae,
Pereskioideae, Cactoideae e Opuntioideae (WALLACE, 1995), sendo a Cactoideae a mais
numerosa em géneros e em espécies, e a mais diversificada em termos de formas e héabitos.

No Brasil, ela esta distribuida em todos os dominios fitogeograficos do pais, e nos mais
variados habitats, representando uma ocorréncia de 261 espécies agrupadas em 39 géneros,
sendo por isso classificado como o terceiro centro de variadas cactdceas mais importantes das
Américas (PINHEIRO, FERREIRA, 2015; TAYLOR; ZAPPI, 2004).

E um grupo de importancia econdmica com diversas utilidades, sendo relacionada a vérias
praticas, como ornamentacdo, medicina tradicional, usos mistico-culturais, culinaria, producao
de forragem, construcédo de cercas vivas e produtos diversos (BRAVO FILHO et al., 2018).

Na atuacdo farmacéutica foram atribuidas para diferentes espécies de cactos
propriedades antioxidantes e anti-carcinogénicas , anti-inflamatdrias, analgésicas e anti-
ulcerogénicas;  anti-diabéticas,  anti-hiperlipidemica e ou  propriedades anti-
hipercolesterolémicas; anti-viral, além de efeitos antiespermatogénicos e propriedades
diuréticas (MENDEZ et al., 2015).

A regido Nordeste engloba 110 espécies de cactaceas; e nesse ambiente semiarido, a caatinga
é um bioma de referéncia, dos ecossistemas, que possui a maior pluralidade de representantes dessa
familia, com cerca de 95 espécies fazendo parte desse ecossistema (ZAPPI, SANTOS e LAROCCA,
2015).
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De acordo com Sampaio (1995) as familias Leguminoseae, Euphorbiaceae e Cactaceae
s80 as que apresentam o maior nimero de espécies na caatinga. Das cactaceas, o Pilosocereus
gounellei e Cereus jamacaru sdo descritas como os mais utilizados para alimentacdo de
rebanhos (ARAUJO, CUNHA e VENEZIANI, 2010) e de passaros (LUCENA et al., 2012).

3.3 Constituintes quimicos das Cactaceae

As espécies de Cactaceae naturais e exoticas exibem uma grande diversidade de
biocompostos ativos. No trabalho desenvolvido por Anderson (2001), o autor cita a presenca
de betalainas (Opuntia) e pigmentos naturais nitrogenados, e também trés substancias
verificadas com frequéncia para esta familia: hordenina, mescalina e alofoforina.

Segundo o0 mesmo autor, algumas espécies podem ter mais de 50 diferentes tipos de
alcaloides com esqueleto compativel para fenilaminas, além de triterpenos e diferentes
minerais. A familia das cactaceas ja é reconhecida pela presenca de flavonoides como rutina e
quercetina (ALIMI et al., 2011; SEMEDO, 2012), e a identificacdo de flavonoides em cactos

da palma forrageira (Opuntia ficus india) tem sido reportados por Moussa-Ayoub et al. (2011).

3.4 Género Cereus

O género Cereus, compreende espécies que estdo presentes desde a india até a América
do Sul. Suas plantas sdo do tipo arvore ou arbustos de talo ereto. Caracteriza-se por apresentar
caule verde, alongado com gomos longitudinais, flores isoladas grandes e de colorido atraente.
Foi primeiramente descrito por Herman (MESSIAS, 2010; SALES et al., 2014).

Este género € bastante expressivo na constitui¢do da flora de varios estados brasileiros,
onde se encontram distribuidas na faixa de 40 espécies (TAYLOR; ZAPPI, 2004).

De acordo com Davet (2005), as suas espécies mais conhecidas e utilizadas pela
populacéo séo: Cereus adeemani, Cereus bicolor, Cereus comarapanus, Cereus friccie, Cereus

jamacaru, Cereus hildmannianus, Cereus repandus, e Cereus vargasianus.

3.5 Cereus jamacaru

O mandacaru (Cereus jamacaru DC.) (Figura 1) pertence ao género Cereus que possuli

aproximadamente 34 espécies, pertence a subfamilia Cactoideae, tribo Cereae. As espécies
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deste género tem um porte arbustivo arboreo, plantas de habito de crescimento colunar, caule
com conformacdo angular caracterizado por apresentar grandes aréolas com formacGes
espinhosas e florescéncia noturna (ANDERSON, 2001).

Figura 1 — Haste e fruto do “mandacaru”

Fonte: dados da pesquisa.

Lima (2007), em seus estudos sobre cactaceae, relatou que C. jamacaru entre outras
variedades de cactos caracteriza-se por florescer logo com as primeiras chuvas no final da
estacdo seca e frutifica logo em seguida, diferente ao que foi observado com outros cactos como
Opuntia palmadora que sempre floresce e frutifica no meio da estagdo seca. O crescimento do
mandacaru é proporcional as condi¢fes ecoldgicas em que se encontram, e sob pluviosidade
Menos escassa, seu crescimento se faz de maneira mais rapida (LIMA, 1996).

O mandacaru encontra-se distribuido nas regides Norte (Tocantins), Nordeste (Alagoas,
Bahia, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe), Centro-Oeste (Goias), Sudeste
(Minas Gerais), e possivelmente no Rio de Janeiro, como mostrado na Figura 2 (ZAPPI et al., 2015).
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Figura 2 — Distribuigdo geografica e ocorréncias registradas de C. jamacaru

Fonte: Taylor e Zappi, 2004.

Cavalcanti e Resende (2006), avaliando a utilizagdo das plantas nativas da caatinga
através de pequenos agropecuaristas para alimentacdo dos animais na secas em areas do sertdo
nordestino, registrou que o mandacaru é utilizado por 46,25% dos agropecuaristas, enquanto o
xique-xique (Pilosocereus gounellei), utilizado por 10,51%, a coroa- de- frade (Melocactus
zehntneri) por 6,96% e o facheiro (Pilosocereus pachycladus) por 12,28%.

O mandacaru também tem uma favoravel aplicacdo ornamental, considerando o seu
caule que se mantém esverdeado durante todo o ano, mesmo sob condi¢Ges de baixa
disponibilidade de agua, permitindo uma ornamentacdo mais rustica e caracteristica da regido
Nordeste (ARAUJO, 2016).

Cereus jamacaru esta registrada por Albuquerque et al. (2007) em um grupo de dez plantas
nativas do Brasil como “alvos potencias para futuros estudos fitoquimicos e farmacologicos”.

Segundo Andrade et al. (2006), a espécie C. jamacaru tem diversos usos medicinais, como
para processos inflamatorios, para o tratamento de problemas renais, e 0 xarope para o tratamento
de tosses, bronquites e Ulceras. Isso nos mostra a importancia da utilizacdo deste fruto em nosso
cotidiano ja que apresenta teores nutricionais valiosos para o bem estar da populacdo (Quadro 1).

Os dados apresentados abaixo sdo resultados de um estudo realizado, sobre o uso na
medicina popular do mandacaru, para processos inflamatorios, contra diferentes agentes infecciosos

nos municipios de Queimadas, Santa Luzia, Sdo Domingos e Canudos no estado da Paraiba.
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Quadro 1 — Partes utilizadas de Cereus jamacaru (mandacaru) na medicina popular

Parte
Item : _
Raiz Espinho
Remédio Ché Puro
Doenca Sifilis, Gripe Inflamacéo nos dedos das
Problema e dor nos rins maos ou dos pés, por uma
Coluna ponta de pau.

Fonte: adaptado de Andrade et al., 2006.

3.6 Frutos do mandacaru

As frutas sdo alimentos ricos em agua, fibras, compostos bioativos, como as vitaminas
A, C e E, os fendlicos e o B caroteno, os quais exercem na alimentacdo um papel funcional.
Essas substancias atuam como importante antioxidantes, e o consumo diério desses alimentos
contribui para o bom funcionamento do intestino, fortalece o sistema imunoldgico,
minimizando os efeitos dos radicais livres e protegendo o organismo de processos oxidativos
que desencadeiam diversas doencas cronicas ndo transmissiveis, como diabetes, cancer,
doencas cardiovasculares, entre outras que acometem a nossa sociedade, além de ajudar na
reduco dos niveis de colesterol e acticar do sangue (GUIMARAES, 2016; SUCUPIRA et al.,
2012).

O Brasil se destaca como o segundo maior fornecedor global de alimentos e produtos
agricolas, e um dos grandes produtores mundiais de frutos, em virtude da sua extenséo
continental e consequente variedade climatica e de solos, o que viabiliza a ocorréncia de muitas
espécies frutiferas. A producdo é bastante variada, contando desde frutos tipicos de climas
temperados a tropicais (FOOD AND AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED
NATIONS, p. 62, 2015), assim existe um enorme potencial para exploracdo de frutas nativas
no setor agroindustrial brasileiro (HANSEN et al., 2013).

Na dieta alimentar as cactaceas sdo descritas na literatura como alimentos emergenciais,
utilizados quando ha escassez de alimentos, contudo varios estudos vém demonstrando que 0s
frutos e diversas outras partes dessas cactaceas sao recursos com grande potencial para serem
utilizados na alimentacdo do dia-a-dia seja in natura ou na forma de doces, rapadura, geleias,
polpa, entre outros (CHAVES; BARROS, 2015; NASCIMENTO et al., 2011).

Para analisar alimentos, é de grande importancia a determinacdo de um componente

especifico, como é o caso da andlise da composi¢do centesimal. S&o procedimentos realizados
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com o intuito de fornecer informagGes sobre a composicéo quimica, fisico-quimica e, ou, fisica
do alimento (INSTITUTO DE TECNOLOGIA DE ALIMENTOQOS, 1988).

A ecorregido da caatinga, localizada no nordeste do pais, apesar da rica biodiversidade
vegetal, possui muitos dos frutos que ainda sdo pouco conhecidos e estudados, apesar de serem
seguros para 0 consumo (SOUZA, A, 2017). Nos ultimos anos, varios frutos brasileiros vém
atraindo atencdo pelo seu potencial efeito auxiliar na prevengdo e tratamento de doengas
crbnicas gracas ao seu alto teor de compostos bioativos e consequente potencial antioxidante,
antimicrobiano, anti-inflamatdrio e anticancerigeno (ALMEIDA et al., 2011; LI et al., 2016,
SOUZA, A, 2017).

A composicao do fruto do mandacaru depende do estadio de maturacédo e das condicoes
edafoclimaticas. Entre outros fatores; possui proteinas (1,8-2,35%), lipideos (1,08-1,98%),
carboidratos (9,76-9,86%), minerais (0,43-0,64%), solidos sollveis totais (10,3-12,03 °Brix),
pH (4,4-4,93), é&cidos organicos (0,26-0,32% 4&cido citrico) e agua (85,82-86,28%)
(NASCIMENTO et al., 2011; OLIVEIRA et al., 2015). Seu fruto € fragil e perecivel, o que
acarreta periodo de vida util muito curto, mas que pode ser resolvido com processamentos
tecnoldgico como secagem, fabricacdo de doces e geleias, constituindo dessa maneira um
potencial biotecnoldgico para regides secas (OLIVEIRA et al., 2015).

Ao realizar estudo quimico e farmacoldgico nos frutos do mandacaru, Valente, Santos
e Cunha (2001) observaram a presenca de esteroides ergosterol e colesterol. Mesmo essa planta
sendo encontrada em grande quantidade no semi-arido Nordestino e utilizada ha muito tempo
como alimento, medicamento e forragem para bovinos, caprinos e ovinos, Sdo escassos 0S
trabalhos sobre suas propriedades fisico-quimicas.

A qualidade dos frutos é atribuida aos caracteres fisicos externos, como o tamanho, a
forma do fruto e a cor da casca. A importancia de usufruir ao maximo a diversidade da
fruticultura brasileira faz com que um maior nimero possivel de frutas silvestres e nativas sejam
avaliadas, tanto a parte nutricional como a quimica (BAHIA et al., 2010).

Seus frutos sdo produzidos aproximadamente a partir de dois a trés anos apos
propagacao se a planta foi desenvolvida a partir de corte, ou trés a cinco anos apos a propagacdo
se foi germinada de uma semente (BEVILAQUA et al., 2015; MIZRAHI; NOBEL, 1997).

O mandacaru possui um fruto exotico e diferentemente do fruto da palma forrageira
(conhecido como figo da india) ndo e explorado comercialmente ocorrendo assim, grandes
desperdicios desses frutos, sendo necessario buscar alternativas e o emprego de tecnologia para

gue venham minimizar essas perdas e gerar lucros (ALMEIDA et al., 2011).
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3.7 Metabdlitos secundarios

Entende-se por metabolismo secundério de plantas o conjunto de processos metabélicos
que originam moléculas organicas produzidas pelo vegetal e que ndo possuem uma distribuicdo
universal nos vegetais. Esses metabolitos ndo sdo necessarios a todas as plantas (COSTA,
2016). Podem ainda serem definidos como compostos 0s quais ndo tém funcdo direta nas
reacOes do metabolismo basal tais como: fotossintese, respiracdo, transporte celular,
assimilacdo de nutrientes ou sintese de proteinas, lipideos e carboidratos. Esses metabolitos sdo
caracteristicos de um determinado grupo de plantas, e sdo substancias produzidas em pequenas
quantidades e em contraste com 0s primarios, nem sempre estdo envolvidos em fungdes vitais
do vegetal ou presente em todos eles.

Essenciais para a aclimatacdo da planta e defesa contra herbivoros e ataque de
patdgenos, acredita-se que a maioria dos conhecidos metabo6litos devem estar envolvidos nos
sistemas de defesa quimica das plantas (WINK; SHIMMER 1999), ou ainda atuando na
competicdo entre plantas e atracdo de organismos benéficos como polinizadores, dispersores de
sementes e também em alelopatias (COSTA, 2016). Estdo limitados a determinados grupos
taxondmicos, variando de acordo com a origem a partir da via biossintética. Sdo classificados
em trés grandes grupos principais: terpenos, fenolicos compostos, compostos contendo azoto

(alcaldides, glucosinolatos e glicosideos cianogénicos) (FANG et al., 2011).

3.7.1 Polifenois

Os compostos fendlicos sdo metabdlitos secundarios que desempenham diversas
funces nas plantas e o consumo regular de produtos ricos nestes compostos tem sido associado
a reducao dos riscos de cancer, obesidade, doencas cardiovasculares e outras doencas cronicas
(AHMAD et al., 2016; BOEING et al., 2014).

Esses compostos compreendem uma diversidade de estruturas amplamente distribuidas
na natureza, que tem em comum, um anel aromatico contendo grupamento hidroxilas, podendo
variar desde uma simples molécula fendlica até um polimero complexo de alto peso molecular,
estar na forma livre ou ligada a acucares e proteinas (EVERETTE et al., 2010; MORENO,
2010; ZAGO, 2014). Séo divididos em dois grandes grupos, os flavonoides (polifendis) e os

ndo flavonoides (fenois simples ou acidos) (SILVA et al.,2010).
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Os denominados de ndo flavondides sdo classificados segundo (MELO; GUERRA,
2002; BURNS et al., 2001) como: os derivados das estruturas quimicas (Ce-C1) especificas dos
acidos hidroxi benzdico, galico e elagico; derivados das estruturas quimicas (C¢-Cs) especificas
dos &cidos caféico e p-cumarico; os derivados das estruturas quimicas (Ce-C2-Cs) caracteristicas
do trans resveratrol, cis-resveratrol e trans-resveratrol-glucosidio (Tabela 1)

A estrutura quimica do composto fendlico consiste em grupos doadores de elétrons nas
posicBes orto e para dos fenois, que podem aumentar os antioxidantes e a atividade de
eliminacdo de radicais livres. O reagente Folin-Ciocalteu utilizado para determinar o conteido
fendlico total tem sua acdo de acordo com o mecanismo bésico de reagdes de oxidacdo e
reducdo baseado nas propriedades redox dos compostos antioxidantes presentes na amostra
(VERZELLONI; TAGLIAZUCCHI e CONTE, 2007).

Esses compostos sdo provenientes do acido chiquimico e do &cido mevalénico.
Flavonoides, taninos e ligninas pertencem aos compostos fenolicos (ALVES, 2001; PERES,
2004). Assim, a determinacdo do teor de compostos fenolicos totais se faz muito importante,
pois varios estudos tém demonstrado que eles sdo os principais responsaveis pela atividade
antioxidante dos vegetais (BONFIM et al., 2017). Como exemplo, os compostos fendélicos tém
um valor de mercado elevado como nutracéuticos, aditivos alimentares, farmacéuticos e
cosméticos, devido & sua atividade bioldgica (CRESPO; BRAZINHA, 2010)
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Tabela 1 — Classes de compostos fendlicos presentes nas plantas

Classe Estrutura
Fendlicos simples, benzoquinonas Cs

Acidos hidroxibenzoios Cs C1
Acetofenonas, Acidos fenilacéticos CeC2
Acidos hidroxicinamicos, fenilpropanoides C6Cs
Xantonas CsC1 Cs
Antraquinonas CsC2Cs
Flavonoides, isoflavonoides CsC3 Cs
Lignanas (Cs-C3)n
Taninos condensados (C6-C3-Cé)n

Fonte: adaptado de Balasundram et al., 2006; Bravo, 1998.

3.7.2 Saponinas

As saponinas constituem uma importante classe de substancias quimicas, que ocorrem
em plantas superiores e alguns organismos marinhos (DOS SANTOS et al.,, 2011).
Compreendem uma grande familia de compostos naturais, constituidas por uma estrutura linear
ou ramificada, contendo um grupo heterogéneo de glicosideos esteroidais (tetraciclico) ou
triterpénicos (pentaciclico), aglicona (sapogenina) ligado a um ou mais fragbes de
oligossacarideos, contendo glicose, galactose, ramnose, xilose, etc (NETALA et.al., 2015;
REIM; SASCHA, 2014).

Esses metabdlitos ocorrem em misturas complexas de altas concentragdes moleculares
e compostos de peso e muitas vezes s estdo presentes em baixas concentracdes nas plantas, o
que complica a deteccdo e identificacdo de saponinas por técnicas fitoquimicas convencionais
e dificulta o estabelecimento de um perfil completo das saponinas (PRASANTH;
CHANDRAN, 2017).

A importancia destes produtos naturais estd baseada em suas inUmeras atividades
bioldgicas, destacando-se as atividades antiinflamatdria, analgésica, expectorante, antioxidante,
redutora de colesterol, antiviral, antimicrobiana e antifingica (DOS SANTOS et al., 2011). As
atividades antiinflamatorias e analgésicas que tém sido atribuidas as saponinas parecem ocorrer
por mecanismos variados como inibicdo da degradacdo de corticdides, atividade

corticomimética, o que interfere no metabolismo de mediadores inflamatérios (DINIZ, 2006).
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3.7.3 Alcaloides

Alcaloides constituem um grupo variado de moléculas com baixo peso molecular
contendo nitrogénio na sua estrutura e na sua maioria derivado de aminoacidos. Como
metabdlito secundario, € encontrado em aproximadamente 20% das espécies, e sdo
responsaveis por desempenhar um papel defensivo contra os herbivoros e patégenos
(ZIEGLER, FACHINI, 2008).

Quase a totalidade dos alcaloides € derivada de aminoacidos e dai vem a sua
classificacdo. Os alcaloides que contem o &tomo de nitrogénio no seu anel heterociclico séo
chamados de alcaloides verdadeiros, 0os que 0 atomo de nitrogénio é ndo pertencente ao sistema
heterociclico, sdo chamados de protoalcaloides ou pseudoalcalodies. A partir dos aminoacidos
alifaticos, tém-se os alcaloides pirrolidinicos e tropanicos (ornitina) e os piperidinicos (lisina),
e dos aminoacidos aromaticos, tém-se os isoquinolinicos (tirosina) e os indolicos (triptofano)

(DEWICK, 2001). Algumas classes estéo apresentadas na Tabela 2.

Tabela 2 — Classes de alcaloides sintetizados pelas plantas

Classe Aminoacido precursor Exemplar
Piperidinicos Lisina Coniina,cassina, espectalina
Inddlicos Triptofano Quinina, vimblastina,

vincristina
Isoquinolinicos Tirosina Morfina, codeina, mescalina
Tropéanicos Ornitina Atropina, hioscina,
escopolamina.
Pirrolidinicos Ornitina Nicotina, higrina,

monocrotalina

Fonte: Adaptado de Silva, C. (2013); Facchini; De Luca, (1998); Martinez, S. T. et al. (2013).

3.8 Atividade antioxidante

Os antioxidantes compreendem uma vasta gama de substancias que, quando presentes
mesmo em baixas concentragOes, tem a capacidade de retardar ou prevenir as reagdes de
oxidacao sobre os radicais livres estabilizando-os (SHAHIDI; JANITHA; WANASUNDARA
1992; WOOTTON-BEARD, RYAN, 2011).
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Os antioxidantes podem ser de origem natural ou sintética, e segundo Gutteridge e
Halliwell (2010), a atividade antioxidante estd intimamente ligada a sua estrutura celular, e
dessa forma pode variar desde estruturas simples como a glutationa a moléculas com estruturas
bastante complexas.

Podem ser ainda, categorizados com base na sua solubilidade. Ha os antioxidantes
solGveis em &gua, como vitamina C, e os solUveis em lipideos, antioxidantes lipossolUveis (vitamina
E, carotenoides, e &cido lipoico), que sdo também classificados como ndo enzimaticos (SOUZA,
2017).

O ensaio da capacidade antioxidante pode ser avaliado usando o método fotocolorimétrico
do DDPH, o qual é baseado na reducéo do radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazila) na
presenca de um antioxidante (AH) doador de um préton (H+) para a forma nao radicalar
(DPPH-H) demonstrado na Figura 3 (KOLEVA et al., 2002; MOLYNEUX, 2004). Na presenca
de um doador de hidrogénio ou elétron a intensidade de absor¢do diminui, tornando a solugdo
amarela, de acordo com o nimero de elétrons capturados (PRADO, 2009).

Figura 3 — Reducdo do radical livre DPPH

NO, © NO,
o H

O,N N— + AH 2> O)N N— + Ae
@ antioxidante
NO, NO,
radical DPPH DPPH reduzido
(violeta) (amarelo)

Fonte: Monlineux, 2004.

Portanto, o interesse pela pesquisa e descoberta de novos e seguros antioxidantes de
fontes naturais tem aumentado, levando as inddstrias de alimentos, de cosméticos e
farmacéuticos a dar uma maior atencdo a novas fontes, principalmente as de origem vegetal. Os
antioxidantes vegetais compreendem uma natureza muito variada, e os compostos fenolicos
tém sido apontados como responsaveis por uma maior capacidade antioxidante, sendo
representados pelos flavonoides e isoflavonoides, taninos, lignanas, xantonas e outros
(RAZAVI et al., 2008), sendo capazes de prevenir o dano oxidativo as células vivas (LIMA et
al., 2010).
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3.9 Espectrometria de massas

A espectrometria de massa (EM) € uma das técnicas analiticas empregada para elucidagédo
da estrutura quimica das moléculas, tais como polifendis, peptideos, alacaloides além de outros
compostos quimicos. Essa técnica possui papel fundamental na pesquisa e seu poder analitico
é primordial para estudos estruturais de compostos fenolicos. O principio EM consiste em
ionizar compostos quimicos para gerar moléculas carregadas ou fragmentos da molécula e
medir suas propor¢des massa-carga (IGNAT; VOLF; POLPA, 2011; SPARKMAN, 2000).

A combinacdo da cromatografia liquida de alta performance e espectrometria de massas
(HPLC-EM) esté sendo cada vez mais utilizada nas pesquisas farmacéuticas e no controle da
qualidade de plantas medicinais, devido ser uma técnica com sensibilidade e seletividade
superior a outras técnicas (DEEVANHXAY et al., 2009).

Para auxiliar na identificacdo de substancias, sdo empregadas diversas técnicas
espectroscopicas, sendo, a EM uma das técnicas utilizadas, além de ser também a técnica
instrumental mais apropriada e uma ferramenta Util para confirmar com mais seguranca a
possivel estrutura e investigar a reatividade dos ions (DIN1Z, 2011). Com o avango das técnicas
espectroscopicas, nos Ultimos anos a triagem de extratos brutos e técnicas como a LC-MS
tornou-se uma ferramenta poderosa para a identificacdo quimica devido a alta especificidade,
capacidade de separacdo e informacdo estrutural. Além disso, alta resolucdo e precisdo dos
detectores espectrais de massa, tais como tempo de voo quadrupolo (QTOF) e ION TRAP s&o
amplamente aplicados para estudos qualitativos, por possuirem muitas vantagens, como
informacdes relacionadas a estruturas abundantes, baseadas no padrédo de fragmentacgéo e massa
de maneira altamente sensivel e conveniente (DEMARQUE et al., 2016; GANZERA; STURM,
2018; GRADILLAS et al., 2019). Como a analise manual ndo é uma opc¢ao para visualizar,
gerenciar ou desreplicar os espectros MS, varias ferramentas automaéticas e on-line foram
criadas para identificacdo precoce de compostos conhecidos e desconhecidos de misturas
complexas, entre elas o The global natural product social moleculalr networking (GNPS)
(OLIVON et al., 2017). O GNPS é uma plataforma orientada por dados de armazenamento,
andlise e disseminacdo de conhecimento de espectros de MS/MS o qual permite o
compartilhamento de espectros brutos, anotacdo continua de dados depositados pelos
pesquisadores e curadoria colaborativa dos espectros de referéncia os quais sdo chamados de

bibliotecas espectrais e dados experimentais (WANG et al. 2016)
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A técnica MS/MS é uma solucdo confiavel para identificar pequenas moléculas, porque
a fragmentacéo € geralmente caracteristica para diferentes classificacdes de estruturas que sao
semelhantes (SILVA et al., 2015).
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Coleta do material botanico

A coleta do material Boténico foi realizada no Municipio de Esperanga, pertencente ao
Bioma Caatinga, na Paraiba (7° 02’ 44.1°” S, 35° 51° 28.6” W). A coleta das raizes e dos
frutos de Cereus jamacaru foi realizada no dia 19 de Junho de 2017 no periodo da manha. Esta
espécie foi previamente identificada conforme exsicata de niUmero 2287 depositada no Herbario
Lauro Pires Xavier, da Universidade Federal da Paraiba, Campus da cidade de Areia-Paraiba.

4.2 Obtencéo e processamento do extrato bruto

As raizes coletadas passaram por processo de secagem em estufa com ar circulante, a
temperatura de 40 °C, até estabilizacdo da umidade. Apds a secagem, o material foi triturado em
moinho de rotor vertical, em seguida acondicionado em frasco, hermeticamente fechado,
protegido da umidade, temperatura e predadores. A droga vegetal, foi submetida a extracdo por
percolagéo, num intervalo de 72 horas em cada uma das extracoes, totalizando 8 vezes, utilizando
etanol a 96%. O macerado obtido passou por um processo de evaporacdo do solvente em
evaporador rotativo, da marca Tecnal (TE 211) em temperaturas de até 50 °C, (Figura 4). Foram
obtidos 117 g do extrato etandlico bruto (EEB) (Figura 5).

Figura 4 — Evaporador rotativo

Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 5 — EEB do mandacaru
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Fonte: dados da pesquisa.

Os frutos, foram lavados com hipoclorito de sédio, despolpados e separados em casca e

polpa, seguido de refrigeracdo para posterior analise (Figuras 6).

Figura 6 — Frutos: casca e polpa do mandacaru

Fonte: dados da pesquisa.

Foram preparados trés extratos hidroalcoolicos dos frutos (200 g) cada de acordo com
Costamagna et al. (2016) e algumas modificacdes. A polpa com semente, polpa sem semente e
a casca, foram extraidas trés vezes com a mistura de solventes etanol/agua (1:5 v/v) pelo
processo de turbdlise, no ultraturrax, tecnal, modelo TE-102. As amostras foram submetidas a

rotacOes de 15.000 rpm, durante 15 minutos cada, na temperatura de 25 °C.
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O extrato obtido foi filtrado em papel filtro e em seguida colocado no evaporador
rotativo sob presséo reduzida para eliminar o solvente, depois submetido ao processo de
congelamento em ultrafreezer para posterior liofilizacdo no equipamento (Modelo L108,

Liotop, Brasil), durante 76 horas.

4.3 Caracterizacao fisico-quimica dos frutos e raizes

4.4.1 Perda por dessecacao por secagem direta em estufa a 105 °C

Exatamente 2 g da droga vegetal e da polpa foram transferidos para cédpsulas de
porcelana previamente dessecadas e taradas. As amostras foram submetidas a aquecimento em
estufa a 105 °C durante 2 horas, com posterior resfriamento em dessecador e pesagem. A
operacao foi repetida até obtencéo de peso constante. Os resultados de trés determinacdes foram
avaliados em termos de porcentagem ponderal sobre a quantidade das amostras, utilizando a

equacéo 1:

% perda = = x 100 (1)

Onde:
Pa = peso da amostra (g)
Pu = peso do pesa-filtro contendo a amostra antes da dessecacéo (Q)

Ps = peso do pesa-filtro contendo a amostra apos a dessecacéo ()
4.3.2 Perda por dessecacédo por secagem em estufa a vacuo a 70 °C

Foram pesados 2 g da amostra polpa, em capsulas de porcelana, previamente taradas, e
depois aquecidas durante 6 horas em estufa a vacuo a 70 °C, sob presséo reduzida < 100 mm
de mercurio (13,3 kPa). As capsulas foram resfriadas em dessecador até atingirem a temperatura
ambiente. Pesou-se, até obter um peso constante e a analise foi feita em triplicata. Os resultados
de trés determinag6es foram avaliados em termos de porcentagem ponderal sobre a quantidade

da amostra, utilizando também a equagéo 1.
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4.3.3 Atividade de 4gua

Foi realizada no equipamento aqualab PRE CAP para as amostras de polpa e casca no
laboratdrio de armazenamento e processamento de produtos agricolas (LAPPA), da UFCG. As

leituras foram feitas, na temperatura de 25 °C e em triplicata, para obtencdo da media.

4.3.4 Teor de cinzas totais

Em cadinhos de porcelana previamente calcinados e resfriados foram adicionados 2 g
da droga vegetal. Estes foram pesados e levados a mufla a 600 °C por 2 horas. Apds este periodo
a amostra foi resfriada em dessecador e pesada, repetindo-se o procedimento até a obtencéo de
peso constante. A porcentagem de cinzas, obtidas em triplicata (FARMACOPEIA
BRASILEIRA, 2010), foi calculada em relacéo a droga seca, utilizando a equacao 2:

Pu—Ps

% Cinzas = x 100 (2)

Pa

Onde:

Pa = peso da amostra (g)

Pu = peso do pesa-filtro com a amostra antes da dessecacéo (g)
Ps = peso do pesa-filtro com a amostra apds a dessecacdo (g)

4.3.5 Acidez titulavel por volumetria com indicador

Pesou-se 10 g da amostra (polpa) homogeneizada em frasco Erlenmeyer, e adicionou-
se 0,3 mL de solucdo de fenolftaleina para a solucdo que seria titulada. Usou-se para titular,
uma solucdo de hidrdéxido de sddio 0,1 M sob agitacdo constante, até coloracao résea persistente
por 30 segundos. As analises foram realizadas em triplicata, e os calculos foram feitos de acordo

com a formula 3:

PxFxMx100

: ®3)

Acidez em mL =
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Onde:

V =n° de mL da solu¢do de hidroxido de s6dio gasto na titulagcdo
f = fator de correcéo da solucgéo de hidréxido de sédio

P = massa da amostra em g ou volume pipetado em mL

M = molaridade da solucéo de hidroxido de sodio

4.3.6 Andlise termogravimétrica (TG) e andlise térmica diferencial (DTA) da droga vegetal

A anélise termogravimétrica da droga vegetal de Cereus jamacaru foi realizada em
termobalanca modelo TGA-50H da Shimadzu, sob a razdo de aquecimento de 10 °C min, em
faixa de temperatura de 25 a 900 °C, sob atmosfera dindmica de nitrogénio (50 mL min™).
Utilizou-se uma massa de aproximadamente 7 mg da amostra, a qual foi acondicionada em
cadinho de alumina. Os calculos de perda de massa foram realizados com auxilio do programa
Tasys 60 da Shimadzu®.

4.3.7 Perfil espectroscopico na regido de infravermelho com transformada de Fourier (FTIR)

da droga vegetal e dos extratos liofilizados

Os espectros de FTIR foram obtidos utilizando o equipamento Spectrum 400 da Perkin
Elmer, empregando a faixa de varredura de 4000 a 650 cm™'. Nessa analise foram utilizados

amostras provenientes da droga vegetal e dos extratos liofilizados (SE, PE).

4.3.8 Microestrutura da droga vegetal e dos extratos

A microestrutura dos produtos foi analisada por microscopia eletrénica de varredura
(MEV). A analise quimica elementar das amostras foram realizadas através da técnica Energy
Dispersivy Espectroscopy (EDS). Ambos os testes aconteceram no Laboratdrio de avaliacéo e
desenvolvimento de biomateriais do Nordeste- CERTBIO UFCG (Campina Grande) e o
equipamento utilizado foi o microscépio HITACHI modelo TM-1000.

4.3.9 Determinacéo do pH do fruto

Para determinacdo do pH dos frutos, utilizou-se 0 método potenciométrico. Pesou-se 10

g da amostra, adicionou-se 100 mL de 4gua destilada a 25 °C e homogeneizou-se por 30 minutos
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em agitador magnético. Ap6s 10 minutos de repouso, foi realizada a leitura do pH no
sobrenadante (em triplicata), e o resultado expresso em média aritmétrica (INSTITUTO
ADOLF LUTZ, 2008).

4.4 Andlise da composicdo centesimal dos frutos

4.4.1 Analise de fibra alimentar

Essa analise foi desenvolvida no laboratério de Microbiologia dos Alimentos, da
Universidade Federal da Paraiba-UFPB em Jodo Pessoa, segundo a metodologia de Prosky

(1988), utilizando método gravimétrico.

4.4.2 Proteinas

A analise de proteinas seguiu a metodologia descrita pelo Instituto Adolf Lutz (2008),
com a utilizacdo da técnica de Micro-Kjeldhal. Esta técnica foi realizada em 3 etapas: digestéo,
destilacéo e titulagdo. Foram pesadas 2 g da amostra em tubos de ensaio de volume 100 mL.
Adicionou-se 25 mL de &cido sulfurico e cerca de 3 g da mistura digestora (4% de sulfato de
cobre e 96% de sulfato de potéssio). Para obter o branco, excluiu-se apenas a amostra do
experimento. Levou ao aquecimento em chapa elétrica, na capela, até a solucdo se tornar azul-
esverdeada e livre de material ndo digerido. Aqueceu por mais uma hora e deixou esfriar. Foram
adicionadas 10 gotas do indicador fenolftaleina e 1 g de zinco em pd. Mergulhou-se a
extremidade afilada do refrigerante em 25 mL de acido sulfurico 0,05 M, contido em frasco
Erlenmeyer de 500 mL com 3 gotas do indicador vermelho de metila. Adicionou-se ao frasco
que continha a amostra digerida, por meio de um funil com torneira, solucdo de hidréxido de
sodio a 30% até garantir um ligeiro excesso de base. Aqueceu-se até ebulicdo e destilou-se até
obter cerca de (250-300) mL do destilado. Titulou-se o excesso de acido sulfurico 0,05 M com
solucéo de hidrdxido de sédio 0,1 M, usando como indicador vermelho de metila.

O teor de proteinas foi obtido pela Equagéo 4

Pr(%) = (v x 0,14 x f x 100) x P! (4)
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Onde:

Pr (%) = teor de proteinas por cento

V = volume de &cido sulfarico utilizado menos volume de NaOH utilizado na titulacao.
f = fator de conversdo de N para proteina (4,39)

P = n° de gramas de amostra

4.4.3 Determinacao de lipidios por Folch

Os bequeres foram colocados na estufa a 105 °C para eliminar toda a gordura contida
neles. Colocou-os em dessecador durante 30 minutos para esfriar, em seguida, pesou-0s e
anotou-se 0 peso. Nos tubos de ensaio de volume 100 mL pesou-se aproximadamente 2 g da
amostra (polpa) e adicionou 30 mL da solucédo de cloroférmio:metanol (2:1). Homogeneizou a
mistura num vortex durante 3 minutos, e filtrou essa solucéo no funil de separacdo com papel
filtro. O residuo retido no funil de vidro, foi retirado, colocado novamente no tubo e adicionado
de 30 mL de cloroférmio:metanol, e agitado por 3 minutos. Esse procedimento foi realizado
trés vezes e ao final, adicionou-se 10 mL da solu¢do de KCI 0,74%, agitando o sistema por um
minuto, fazendo com que ocorresse a separacao de fases. Filtrou-se a fase do cloroférmio (mais
densa) para o bequer, e ap0s isso levou as amostras para uma chapa aquecedora, na temperatura
de 60 °C para evaporar o cloroférmio, até formar um filme de gordura dentro do bequer. Foi
levado o bequer a estufa a 105 °C para secagem completa, por 30 minutos, esfriado em
dessecador por 1 hora e, em seguida, efetuada a pesagem. Os calculos foram feitos com base

na seguinte equagao 5:

% lipidios = 222" x 100 )
Onde:

Bg= peso em (g) do bequer com a gordura

Bv= peso em (g) do bequer com vazio

Pa= peso em (g) da amostra

4.4.4 Determinacao de lipidios por Soxhlet
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Foram pesadas 2 g da amostra (casca) em cartucho de Soxhlet e, em seguida, acoplado
0 extrator ao reboiler previamente seco a 105 °C e tarado. Foi adicionado 100 mL de éter de
petréleo. O sistema ficou aquecido durante a extracdo continua por 8 horas. Ao final do
processo, 0 reboiler com o residuo extraido foi transferido para uma estufa a 105 °C, por
aproximadamente uma hora. Resfriou-o0 em dessecador até a temperatura ambiente, e finalizou
com a pesagem. O experimento foi realizado em triplicada. Para os calculos utilizou-se a

formula 6 abaixo:

100x N

Lipidios = (6)
Onde:
N= n° de gramas de lipidios

P=n° de gramas da amostra

4.4.5 Determinac&o do teor de Acido ascorbico pelo método de Tillmans

Esse método é usado para amostras com baixo teor de vitamina C. Baseia-se na reducéo
do corante sal sodico de 2,6-diclorofenol indofenol por uma solucéo acida de vitamina C. Em
um frasco de erlenmeyer pesou-se aproximadamente 2 g de amostra. Em seguida, acrescentou-
se 50 mL de &cido oxalico a 1%, titulando por fim com o 2,6-diclorofenol indofenol (DCFI),

utilizando a equacéo 7 abaixo para o calculo:

(VXF X100)
m

Acido ascorbico =

()

Onde:

V= volume gasto na titulagéo
m= massa da amostra

F= fator de correcao

4.4.6 Determinacéo de solidos soltveis por refratometria

O teor de solidos soluveis foi estimado por refratometria, aparelho Brix/RI1-Check
Refractometer (Reichert Technologies, Cat No. 12940000, New York, USA. Foi realizada
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segundo os procedimentos descritos do Instituto Adolfo Lutz (2005) para polpas de frutas. As

andlises foram feitas em triplicatas.

4.5 Extracédo de fenolicos para analise do teor fenodlico total e capacidade antioxidante dos

frutos

Os extratos das amostras da polpa e casca do mandacaru foram obtidos segundo dos
Santos et al. (2017) com algumas adaptacdes. As amostras (1,25 g) foram misturadas com 5
mL de metanol acidificado (HCI concentrado, Qhemis, Jundiai, Brasil, em metanol, Qhemis,
Jundiai, Brasil, 0,1 mL 100 mL1) e deixado durante a noite sob refrigeracio numa temperatura
de 4 °C. As misturas resfriadas foram entdo centrifugadas (centrifuga 5810R, Eppendorf,
Hamburgo, Alemanha) a 13.500 x g por 5 min a 4 °C. O residuo obtido em cada centrifugacédo
foi lavado com metanol-HCI (0,1%) e o procedimento foi repetido cinco vezes até extracdo
total. Os sobrenadantes obtidos foram utilizados para as analises.

4.5.1 Analise de fendlicos totais

O teor de fendlicos totais foi determinado de acordo com a metodologia de dos Santos
et al. (2017) com algumas adaptagdes. Todos os procedimentos foram realizados em ambiente
escuro. Aliquotas de 60 L de cada extrato foram extraidas, usando 2340 pL de agua destilada
e 150 pL de reagente de Folin — Ciocalteau (Sigma-Aldrich Chemie) e em seguida foram
transferidos para tubos de ensaio e misturados. Ap6s 8 min, 450 uL de solugdo de Na,COs
(Na,COs, Neon Comercial, Sdo Paulo, Brasil, 30 g 100 mL!) foram adicionados ao tubos,
novamente misturados, e deixado em repouso por 30 min em temperatura ambiente. A
absorbancia foi medida a 750 nm em um espectrofotémetro UV SP-2000 (Spectrum, Xangali,
China) e uma curva padréo foi construida utilizando acido galico (Vetec, Sigma-Aldrich, Dugue
de Caxias, Brasil). Os resultados foram expressos em mg de acido galico equivalente (mg GAE)

100 g amostra. As analies foram realizadas em triplicata.

4.5.2 Ensaio DPPH e Calculo da Capacidade antioxidante dos frutos

A capacidade antioxidante dos ensaios de polpa e casca pelo radical 1,1-difenil-2-

picrilhidrazil (DPPH) foi determinado, de acordo com o método proposto por Karaaslan et al.
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(2011) com algumas modificacGes. Aliquotas diferentes de extratos da amostra (50 pL, 100 pL
e 200 pL) foram misturadas com aliquotas de 100 M de DPPH (2,95 mL, 2,90 mL e 2,80 mL,
respectivamente) para um volume total de 3 mL. A diminuicdo foi medida em absorbancia, a
517 nm ap6s 60 min de manutencdo da amostra a temperatura ambiente. Os resultados obtidos
foram expressos em porcentagem da inibicdo do DPPH (% DPPH Efeito), sequindo a equagéo
8:

DPPH efeito (%) = “*2 X 100 (8)

Onde:

AC: absorbancia do controle (absorbancia da solucdo de DPPH sem o extrato da amostra)
AS: absorbancia com o extrato da amostra

A quantidade de amostra (polpa e casca) necessaria para reduzir a concentracao inicial
de DPPH em 50% (ECso) calculado (inicialmente em g de amostra por L de 100 uM de solucao
DPPH) ap6s a construcdo do percentual de inibicdo pela curva de concentracdo do extrato. O
resultado final da capacidade antioxidante total foi expresso em g de amostra de DPPH g!, de
acordo com Rufino et al. (2008), seguindo a equacéo 9 abaixo:

EC50(gL™Y)
uM DPPH X 394,3

Capacidade antioxidante total (g amostra g! DPPH = X 10% (9)

Onde:
UM DPPH: é o DPPH em pM consumido pelos frutos e pelos extratos para diminuir a

absorbancia em 50% durante o ensaio e 394.3 é a massa molar do DPPH.
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4.6 Prospeccao fitoquimica
4.6.1 Fracionamento do extrato etanolico bruto
O EEB (117,20 g) da raiz de C. jamacaru, foi redissolvido utilizando uma solucéo de
de metanol:&gua (7:3), e particionado empregando os seguintes solventes na ordem: n-hexano,
diclorometano, acetato de etila e N-Butanol de acordo com o Fluxograma 1. Todos os solventes

usados foram de padrdées analiticos (PA).

Fluxograma 1 — Fluxograma geral de obtencdo do EEB e fases particionadas das raizes de C.

jamacaru
Material seco e pulverizado
(3,0kg)
@ 1 Maceracdo com EtOH 96%;
EEB 2 Concentragdo em evaporador rotativo
(117,20 g9)
(90 9)
Solubilizagdo com
MeOH: H20 (7:3)
-Particio  com -Particdo  com -Particdo  com -Particdo com
hexano; CHCl; AcOEt BuOH
Fase hexanica Fase Fase AcOEt Fase BUuOH
Diclorometamo
4,0629 g 6,0500 g 2,3043¢g
7,5448 g

Fonte: dados da pesquisa.
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4.7 Screening fitoquimico preliminar

Os metodos empregados nessa abordagem, seguiram a metodologia e condi¢cbes
utilizadas no manual para andlise fitoquimica e cromatografica de extratos vegetais
(BARBOSA et al.,, 2001). As mesmas possuem carater basico e qualitativo, e em seus
resultados, a cor indicativa da presenca de um constituinte pode mascarar a cor sugestiva de
outro constituinte. Esses testes foram realizados em triplicata e tem como base as reacdes de

coloracdo ou formacéo de precipitado.

4.7.1 Testes que utilizam &gua destilada como solvente

4.7.1.1 Saponinas

Foi preparada uma solucdo mée, pesando 140 mg do EEB de C. jamacaru, que foi
dissolvido em 28 mL de agua destilada. Em seguida essa solucdo foi levada ao banho de
ultrassom para dissolver todo o soluto. Filtrou-se a solucdo em papel filtro, sendo o filtrado a
solucdo mée final, que foi agitada vigorosamente por 2 minutos em tubo fechado. O resultado
é considerado positivo quando a camada de espuma permanecesse estavel por mais de meia

hora.

4.7.1.2Polissacarideos

Transferiu-se 5 mL da solugdo mae em um tubo de ensaio e em seguida adicionou-se 5

gotas de lugol. O aparecimento da coloracdo azul indica que o resultado é positivo.

4.7.1.3 Taninos e fendlicos totais

Foi transferido 5 mL da solugdo mée em um tubo de ensaio e em seguida adicionado 2
gotas de solucéo de FeClz a 1%. Qualquer mudanca na coloracdo ou formacéo de precipitado
indica reagdo positiva, quando comparado com o branco (agua mais reagente). Uma coloracédo
inicial entre o azul e o vermelho é indicativo da presenca de fenois, e um precipitado de

tonalidade azul escuro indica presenca de taninos.
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4.7.2 Testes que utilizam metanol (MeOH) como solvente

A solucdo mae do extrato de C. jamacaru foi preparada com 120 mg e dissolvido em 24
mL de metanol. Posteriormente essa solugdo foi levada ao ultrassom para dissolver todo o
soluto. A solucéo foi filtrada em papel filtro.

4.7.2.1 Flavonoides

Transferiu-se 10 mL da solugdo mée para um tubo de ensaio, que foi entdo acrescido de
5 gotas de HCI concentrado e raspas de magnésio. O surgimento de uma coloracdo rosea-

alaranjada indica reagdo positiva.

4.7.3 Testes que utilizam cloroférmio como solvente

Preparou-se uma solucdo mae com o EEB de C. jamacaru, e em seguida pesou-se 75
mg do EEB e solubilizou em 15 mL de cloroférmio. Esta solucdo foi levada ao banho de
ultrassom a fim de dissolver todo soluto. Posteriormente, a solucdo foi filtrada em papel de
filtro Whatman qualitativo, reservando o filtrado e obtendo-se a solu¢do mae.

4.7.3.1 Esteroides e triterpenoides

Uma aliquota de 10 mL da solu¢do-mae foram filtrados sobre carvao ativado. O filtrado
foi transferido para um tubo de ensaio completamente seco, adicionado 1mL de anidrido acético
e agitado suavemente. Em seguida, foram adicionadas 3 gotas de H>SOa concentrado e
novamente agitado. O rapido desenvolvimento de cores que variam do azul evanescente ao
verde indicam resultado positivo.

4.7.4 Outros testes realizados

4.7.4.1 Alcaloides
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Uma aliquota de 25 mg do EEB foram dissolvidos em 5 mL de solugdo de HCI 5% e
filtrados. Foram separadas quatro por¢des de 1 mL em tubos de ensaios e 1 mL do branco, e
adicionando em cada tubo gotas dos reativos de Bouchard, Dragendorff e Mayer. A precipitacao

ou turvacao em pelo menos uma cavidade € indicativa de resultado positivo.

4.7.5 Métodos cromatogréaficos usados para o isolamento dos compostos quimicos de C.

jamacaru

Para andlise cromatogréfica da fase diclorometano, (6,0 g), foi utilizada, gel de silica
(Macherey-Nagel), 0,063-0,2mm/70-230 mesh como fase estacionaria, e como fase movel
solventes de polaridade crescente: hexano, diclorometano, acetato de etila e metanol (Tabela

3). Dessa coluna foram obtidas 143 fragdes.
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Tabela 3 — Fracionamento cromatografico da fase diclorometano das raizes de C. jamacaru

Fracdes Solventes Proporcéao (%)
1 Hex: CH2Cl, 50: 50
2-3 Hex: CH2ClI, 45:55
4-6 Hex: CH2CI; 40:60
7-8 Hex: CH2ClI; 35:65
9-11 Hex: CH2CI; 30:60
12-15 Hex: CH2ClI; 20:80
16-19 Hex: CH2ClI, 15:85
20-22 Hex: CH2Cl, 10:90
23-27 Hex: CH2ClI, 5:95
28-31 CHCI> 100
32-34 AcOEt: CH.ClI, 3:97
35-56 AcOEt: CH.Cl 6:94
57-65 AcOEt: CH.CI; 8:92
66-78 AcOEt: CH.CI; 12:88
79-80 AcOEt: CH.CI; 16:84
81-85 AcOEt: CH.ClI, 20:80
86-90 AcOEt: CH.ClI, 30:70
91-99 AcOEt: CH.ClI, 40:60
100-105 AcOEt: CH.ClI, 52:48
106-109 AcOEt: CH.CI; 65:35
110-113 AcOEt: CH.Cl; 80:20
114-116 AcOEt 100
117-120 AcOEt: MeOH 98:2
121-124 AcOEt: MeOH 95:5
125-126 AcOEt: MeOH 90:10
127-132 AcOEt: MeOH 80:20
133-136 AcOEt: MeOH 70:30
137-139 AcOEt: MeOH 60:40
140-143 AcOEt: MeOH 50:50

Fonte: dados da pesquisa.

Essas fragOes foram analisadas comparativamente em cromatografia em camada delgada
analitica- CCDA (Silica com suporte de aluminio 20 x 20 cm e espessura de 0,20 mm de marca
Macherey-Nagel), utilizando diversos sistemas de eluicdo e reunidas, quando semelhantes,
mediante o uso de sistemas reveladores como luz ultravioleta (Sppencer Equipamentos), em dois

comprimentos de onda (254 e 365 nm) e/ou vapores de iodo sublimado (Fluxograma 2).
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Fluxograma 2 — Fracionamento cromatografico da fase diclorometano

Fase Diclorometano

(6,09)

!

CC 1- Gel de Silica

143 fragOes
CCDA CCDA

F 95 (15 mg) F 78 (10 mg)

Gj- 1 Cj- 2

Fonte: dados da pesquisa.

4.7.6 Processamento cromatografico da fracdo C1.5F5 por CLAE

A fracdo C1.5F5 (95,5 mg) foi analisada por cromatografia liquida de alta eficiéncia
(CLAE). Inicialmente foi preparada uma solu¢cdo, com 1mg da amostra em metanol grau HPLC
da Merk, na concentracdo de 1 mg mL1. Empregou-se como fase mével agua ultrapura tipo |
(milli-Q® acidificada) (0,1% &cido formico) e metanol. A andlise no cromatografo analitico
permitiu desenvolver um método eficiente para o isolamento das substancias presentes na
fracdo, onde a concentracdo de metanol variou de 3 a 80% em um tempo de 135 minutos com
um fluxo de 0,6 mL/min. No cromatograma (Figura ,7 pag. 59) foi possivel observar os sinais
principais. Na transposicdo para o cromatografo preparativo, foi preparada uma solucdo com
95 mg da amostra em 500 pL de metanol, grau HPLC. Foram realizadas 8 injecdes de 100 pL
dessa solucdo. Foi utilizado o método trés, desenvolvido na fase analitica, com modificacéo no
fluxo, o qual foi ajustado para 0,8 mL/min. As fragdes obtidas foram concentradas no
evaporador rotativo sob temperaturas de 40 até 55 °C. Desse processo foram coletadas 9 fragdes
(F1.1 até 1.9) correspondentes aos 9 picos visualizados no cromatograma analitico, sendo o de

maior intensidade correspondente a fragdo 6 promissora e identificada como Cj-3.
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Figura 7 — Cromatograma da fracdo C1.5F5
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Fonte: dados da pesquisa.

4.8 Analise de saponinas por CLAE-EM

4.8.1 Solventes e padroes

Foram utilizados metanol de grau HPLC, (J.T. Baker) e acido formico (0,1%, v/v). A
agua utilizada foi ultra pura tipo I (Mili-Q®). Utilizou-se duas saponinas como padrdes, isoladas
anteriormente das partes aéreas de C. jamacaru e cedidas gentilmente pelo professor Doutor

Josean Fechine Tavares.

4.8.2 Condigdes de andlises

O EEB foi analisado por CLAE, num equipamento da marca Shimadzu, utilizando uma
coluna analitica C18 (Kromasil - 250 mm x 4,6 mm x 5 um), acoplado ao espectrometro de
massas (EM) da marca Bruker (lon-Trap AmazonX), com lonizagdo por Eletrospray (IES) e
analisador do tipo lon Trap (IT), situado no LMCA/IPeFarM-UFPB.

Para analise foi pesado 1 mg de cada amostra, com posterior solubiliza¢cdo em 1 mL de
MeOH e filtracdo em filtro PVDF Simple Pure de 0,45 pum. O método cromatografico
desenvolvido utilizou os solventes metanol (solvente B) de grau HPLC (J.T. Baker) e agua
ultrapura tipo I (Milli-Q®) acidificada com &cido formico (0,1%, v/v) (solvente A), com analise
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em gradiente de concentragédo variando de 5 a 100% de B em 60 min, volume de injecdo de 10
uL e taxa de fluxo de 0,6 mL/min. No espectrdmetro de massas as amostras foram submetidas
a uma fragmentac&o sequencial em EM?. Os parametros utilizados foram: capilar 4,5 kV, offset
da placa final 500 V, gas nebulizador 30 psi, gas seco (N2) com fluxo de 8 mL/min e temperatura
de 300 °C.

4.8.3 Rede molecular

Os dados espectrais do EEB de C. jamacaru obtidos por analise em CLAE/EM? no
modo positivo, foram submetidos a plataforma online The Global Natural Product Social
Molecular Networking (GNPS) para obtencéo da rede molecular a fim de visualizar o perfil de
metabolitos contidos na fase. Foram utilizados, para o alinhamento espectral, cosseno acima de
0,7, comparagdo com no minimo seis ions fragmentos e até 10 ligagdes entre os nodos similares.
Os espectros obtidos experimentalmente foram comparados com a biblioteca espectral
disponivel no GNPS e todas as correspondéncias entre estes (anotacdes), foram requeridas para
possuirem um limite minimo de similaridade de 0,7 pontos de cosseno e a0 menos seis picos
correspondentes entre si. Apds andlise das anotagcdes nenhum composto pdde ser derreplicado
com base na literatura pesquisada.

A fim de identificar compostos através da rede molecular, foi utilizada uma substancia
isolada anteriormente denominada Jamacarusideo B (figura 8, pag. 59) das partes aéreas desta
mesma planta (C. jamacaru) cedida pelo Prof. Dr. Josean F. Tavares da UFPB, como padréo
interno. Foi possivel identificar um agrupamento com esse padréo, pela semelhanca nos padrdes
de fragmentacdes, as quais indicavam a presenca de outras saponinas, porém com perdas
neutras sugestivas de substituicbes que ndo haviam sido ainda relatadas na literatura. Sendo

assim, foi realizado a tentativa de caracterizacdo de potenciais novas substancias.



59

Figura 8 — Estrutura de Jamacarusideo B

Fonte: Brito, 2018.

4.8.4 Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) foi realizada em um cromatégrafo
analitico da marca Shimadzu, equipado com uma coluna de fase reversa C-18 da marca
Kromasil, bomba LC-20AT, injetor automético SIL-20A HT e detector UV VIS SPD-M20A.
Como fase mdvel foi utilizada aguaultrapura milli-Q® acidificada (0,1% éacido férmico) e
metanol grau HPLC da Merk. Em um cromatdgrafo preparativo da marca Shimadzu, equipado
com uma coluna de fase reversa C-18 da marca ACE, bombas LC-6AD, injetor manual, e
detector UV VIS SPD-M10A. como fase mdvel foi utilizada aguaultrapura milli-Q® acidificada
(0,1% éacido férmico) e metanol grau HPLC da Merk. Este solvente também foi empregado no
preparo da amostra.

Da fase diclorometano (6,0 g), foram originadas 143 fracGes, reunidas ap0s observacéao
dos seus fatores de retencdo em cromatografia de camada delgada analitica (CCDA) utilizando
diferentes sistemas de eluicdo em ordem crescente de polaridade, e com o auxilio do revelador
fisico com luz ultravioleta e comprimento de onda de 366 nm. Foram reunidas as fra¢fes 130-
131 e em seguida submetidas a cromatografia em coluna utilizando como fase fixa Sephadex
LH-20, e metanol (MeOH) como fase movel, obtendo-se 12 fragdes, como mostrado no

fluxograma abaixo.



60

Fluxograma 3 — Fluxograma geral de obtencédo da fracdo C1.5F5 até isolamento de Cj-3.

Fase diclorometano (C1)

6,0 gramas

l CC em gel de Silica

143 fragOes

l CCDA

Fragdes reunidas
130-131 (C1.5)
(341,2 mg)

4

CC em Sephadex (LH-20)
CH2Cl2: MeOH (1:1- v:v)

12 fragdes

4

Fracdo C1.5F5

HPLC (preparativo)

HPLC — analitico, coleta das fracGes
(F1.1 até F1.9)

F6 (10mg) — Cj-3 (5 mg)

Fonte: dados da pesquisa.
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4.9 Métodos espectroscopicos

4.9.1 Espectroscopia de Ressonancia Magnética Nuclear (RMN)

Os espectros de RMN, utilizando técnicas uni e bidimensionais, foram registrados em
espectrdmetros BRUKER AVANCE |11 operando a 400 MHz para o *H e 100 MHz para o 13C,
do Instituto de Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarM), da UFPB. Foi utilizada
acetona-dé6 e metanol-d4 como solventes. Os deslocamentos quimicos (J) foram expressos em
partes por milhdo (ppm) e as constantes de acoplamento (J) em Hz. As multiplicidades dos
deslocamentos quimicos de RMN de *H foram indicadas segundo as convencdes.

4.9.2 Espectroscopia de massas (MS)

Os espectros de massas das substanicas foram obtidos utilizando o espectrometro de
massas de baixa resolucdo da marca Bruker, modelo micro TOFF Il, com ionizacdo por
Eletrospray e analisador lon-Trap AmazonX, respectivamente. As amostras foram preparadas
com metanol grau HPLC da Merk, no Instituto de Pesquisa em Farmacos e medicamentos
(IPEFARM), da UFPB.

4.10 Quantificacdo de metabdlitos secundarios

Na analise quantitativa, foi possivel realizar uma triagem para os seguintes grupos de
metabdlitos secundérios: taninos condensados, flavonoides e polifendis totais. As analises
foram realizadas em espectrofotdmetro na regido UV-VIS (Shimadzu), e ambos 0s métodos
avaliaram a absorbancia das solugbes preparadas do extrato, definidas em metodologias
especificas, frente a absorbancia de solugcdes com reagentes padrfes, a qual expressou 0s
resultados baseados na concentracdo do metabolito secundario por miligramas equivalentes do
reagente padrdo. Inicialmente obteve-se uma curva de calibragdo, especifica para cada

metabolito, e todos os ensaios foram realizados em triplicata.
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4.10.1 Teor de polifendis totais

A determinacdo do teor de polifendis totais foi realizada pelo método descrito por
Chandra e Mejia (2004). Foi adicionado 1 mL da solucdo aquosa dos extratos a 1 mL do
reagente de Folin-Ciocalteau 1N, e esta mistura permaneceu em repouso por 2 minutos. Em
seguida, adicionou-se 2 mL de uma solucdo aquosa de carbonato de sddio (Na.COz) a 20%
(p/v), e a mistura permaneceu em repouso por mais 10 minutos. Em seguida, fez-se a leitura da
absorbancia a 757 nm em espectrofotdbmetro contra um branco composto por agua destilada,
reagente de Folin-Ciocalteau e solucdo a 20% de Na>COs.

Para a obtencéo da curva analitica, uma solucdo padrdo de 100 pg mL™ de &cido galico
foi preparada pela dissolugédo de 10 mg do padrdo em 100 mL de agua destilada. A partir dessa
solucdo foram feitas dilui¢bes em triplicata, de forma a obter solucGes de 1, 3, 6, 9, 12, 15, 20,
25, 30, 35, e 40 ng mL*. A concentragdo de polifenois foi expressa em miligramas equivalentes
de &cido galico, obtendo-se a curva de calibracdo com a seguinte equacao da reta: y= 0,033x —
0,065 (R2=0,9984).

4.10.2 Teor de flavonoides

A determinacéo do conteudo de flavonoides totais seguiu 0 método de Meda et al.
(2005). Para 5 mL de cada solucdo (em metanol) do extrato foi adicionado 0 mesmo volume de
uma solucdo (em metanol) de AICls a 2% (p/v). A mistura permaneceu em repouso por 10
minutos antes da leitura da absorbancia a 415 nm, contra um branco composto pela solucéo de
AlCls.

A curva de calibracdo foi obtida a partir de uma solugdo padréo a 100 pg mL™:, preparada
pela dissolucdo de 10 mg de quercetina em 100 mL de metanol. A partir dessa solucéo, foram
feitas diluicOes em triplicata, obtendo-se solucdes de quercetina nas concentragdes de 2, 4, 6,
8, 10, 16, 22, 26, 28 e 30 ug mL. A concentracéo de flavonoides foi expressa em miligramas
equivalentes de quercetina, e obteve-se a seguinte equagédo da reta: y = 0,0253x + 0,0474,
(R2=0,994).
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4.10.3 Teor de taninos condensados

O teor de taninos condensados foi quantificado utilizando-se o método de Makkar e
Becker (1993), no qual 0,5 mL da amostra do extrato vegetal foi adicionado a 3 mL de uma
solugdo de catequina (4% p/v em metanol); em seguida, foi adicionado 1,5 mL de HCI
concentrado (37%). A reagdo ocorreu em tubos de ensaio, mergulhados em agua a cerca de 22 °C.
A leitura foi realizada a 500 nm, contra um branco composto pela solucédo de catequina, HCl e
uma solucéo de etanol 50% (v/v) em agua.

A curva de calibracdo para este ensaio foi obtida a partir de uma solugdo padrdo de
catequina conseguida pela dissolugdo de 10 mg do padrdo em 100 mL de metanol. A partir
dessa solucéo, foram realizadas dilui¢des em triplicata, de forma a obter solu¢des de catequina
nas concentragdes de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 ug mL. A concentrac&o de taninos
condensados foi expressa em miligramas equivalentes de catequina. As analises foram

realizadas em triplicata.

4.11 Atividade antioxidante dos extratos

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

A técnica foi adaptada de Rufino et. al. (2008) e Sousa et. al. (2007). A metodologia
baseia-se na transferéncia de elétrons onde, por acao de um antioxidante, o DPPH (cor plrpura)
é reduzido, formando difenil-picril-hidrazina, (coloracdo amarela), com consequente
desaparecimento da absorcdo, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da
absorbancia. Preparou-se solucdes dos seguintes extratos: EEB, EHA (casca e polpa), FCH.Cl;
e FACOEt nas seguintes concentragdes: 500 ug mL~, 300 ug mL™, 200 ug mL™ e 50 ug mL".
Um controle negativo foi feito pela adi¢ao de etanol e DPPH e o controle positivo foi feito pela
adicéo de solugdo de um padréo de rutina e DPPH.

Adicionou-se a cada concentragdo dos extratos 40 pL de uma solugéo de DPPH, exceto
nos brancos, onde foi adicionado o solvente etanol. Apés a adicdo do DPPH, esperou-se 40
minutos e procedeu a leitura no espectrofotdmetro a 517 nm. A capacidade de eliminar o radical
DPPH (% de atividade antioxidante) foi calculada utilizando-se a equacdo 6, a partir dos
resultados alcangados determinou-se a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora
de radicais livres (SRL).
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(ABS controle—ABS amostra) X100
ABS controle

SRL (%) =

(6)

Onde,
ABS controle: absorbancia da solu¢do de DPPH sem a amostra;

ABS da amostra: absorbancia da amostra com o DPPH.

4.11.2 Atividade antioxidante total (ATT)

Para o teste AAT empregou-se o método (Fosfomolibdénio), formado pela reacdo de
fosfato sédico monobasico (0,498 g), molibdato de amédnio (0,494 g) e de &cido sulfarico, em
meio aquoso, sendo o volume final ajustado com agua destilada para 100 mL.

Os extratos EEB, FCH2Cl,, FAcCOEt, EHA (casca e polpa), foram pesados na
concentragdo 100 pug mL*! e diluidas na concentracdo de 400 pg.mL™. Foram separados
eppendorfs de 1,5 mL e misturou-se 1,0 mL da solucdo de fosfomolibdénio com 100 pL da
amostra ja diluida.

Fez-se uma solucgdo de acido ascorbico (AA) na concentragdo de 1ug mL™, pesando
1mg de &cido ascorbico e diluindo em 1mL de metanol. Misturou-se 1mL da solugdo de
fosfomolibdénio com 100 pL da solucédo de AA.

Colocou-se as amostras em banho maria a seco por 90 minutos, na temperatura de 95 °C e em
uma microplaca pipetou-se 200 pL do branco em triplicata e 200 puL da amostra e do AA em 2
pocos. Os testes foram realizados em triplicata.

Como padrdes, utilizou-se o &cido galico (AG), a quercetina, e o hidroxitolueno butilado
(BHT). Estes, sdo considerados, na literatura, como substancias antioxidantes. As amostras
foram deixadas a temperatura ambiente, para em seguida ser feita a leitura em
espectrofotbmetro a 695 nm. O resultado foi expresso em porcentagem de atividade

antioxidante total, utilizando-se a seguinte equacao:

AAT ( %) — Ab amostra—Ab controle % 100 (7)

Ab AA—ADb controle

Onde:

Abs controle = absorbancia do branco;



Abs amostra= absorbancia da amostra;
Abs AA= absorbancia do acido ascorbico
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5 RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Caracterizacao fisico-quimica da droga vegetal

5.1.1 Perda por dessecagao

A media do valor obtido da perda por dessecacdo de C. jamacaru foi de 7,9 %,
apresentando-se bem proximo, do valor estabelecido pela Farmacopeia Brasileira (2010), onde
este resultado pode variar de 8 a 14%. A preocupacdo com um teor elevado de umidade na
amostra, esta relacionada especialmente com o controle microbiolégico, em razdo do excesso
de agua nas amostras ser prejudicial, o que favorece a atividade enzimatica, a proliferacdo de
microrganismos que poderdo decompor os principios ativos da planta e produzir substancias
nocivas a salde, as quais se forem ingeridas podem ocasionar intoxica¢cdes (NASCIMENTO et
al, 2005; SOUZA et al., 2017).

5.1.2 Teor de cinzas

A determinacdo do teor de cinzas qualifica a pureza do material e detecta a presenca em
excesso de substancias ligadas e adulteracdes, 0 que pode evitar a exposi¢do do consumidor ao
risco real de uso de material vegetal inadequado (AMARAL et al., 2003). Neste estudo o ensaio
de cinzas totais revelou percentual de 4,94% de matéria inorganica, valor este, que se encontra
conforme os limites determinados na Farmacopeia Brasileira (2010), que s&o abaixo de 14%,
indicando que as mesmas ndo possuem excesso de terra e/ou areia ou outros contaminantes e o

processo de higienizacdo foram eficientes.

5.1.3 Espectro de Infravermelho com Transformada de Fourier (FTIR) de C. jamacaru

No espectro de IV da droga vegetal foi possivel visualizar diversas bandas referentes a

absorcéo de certos grupos funcionais como demonstra a figura 9.
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Figura 9 — Espectro de infravermelho obtido da raiz de C. jamacaru
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Fonte: dados da pesquisa.

Em 3338 cm™ foi observada uma banda larga, de média intensidade, indicativo de
estiramento de grupos hidroxila (O—H). Na regido de 2917 cm™ e 2849 cm™' observam-Se dois
picos de fraca intensidade, caracteristicos de ligagdo do tipo C-H, em carbono com hibridizacéo
sp>. Em 1731 cm™! foi vista uma banda sugestiva de carbonila e em 1629 cm™ visualizou-se
uma banda caracteristica de estiramento C=C de anel aromético. Em 1243 cm™ e 1026 cm™
apareceram duas bandas referentes a grupos C—O e/ou C—N (PAVIA, et al., 2015). Esses dados
corroboram com a quantificacdo de fendlicos totais.

5.1.4 Andlise termogravimétrica (TG) e Analise térmica diferencial da droga vegetal

O termograma da droga vegetal mostrou que ocorreram duas etapas de decomposicoes
na amostra, como mostradas na figura 10.
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Figura 10 — Curva termogravimétrica (TG) da droga vegetal de C. jamacaru
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Fonte: dados da pesquisa.

O primeiro evento foi observado entre as faixas de temperatura de 39,03 °C — 133,03 °C
com perda de massa de 7,593% associada a perda de umidade. Este evento pode estar
relacionado a desidratacdo da droga vegetal, a eliminacdo dos compostos volateis e de residuos
organicos de solventes organicos absorvidos presentes na amostra (VIEIRA, JR et al., 2005).

O segundo evento ocorreu entre as faixas de temperatura de 166,26 °C — 551,75 °C
equivalendo a uma perda de 60,48% da massa do material. Essa perda significativa pode ser
atribuida a liberacdo dos residuos de solventes organicos e produtos de decomposi¢do térmica,
mostrada na figura 11 através da curva térmica diferencial (DTA).

Figura 11 — Curva térmica diferencial (DTA) da droga vegetal de C. jamac
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Fonte: dados da pesquisa.
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Conseguiu-se observar um Unico pico, sendo ele exotérmico na regido de 100 a 300 °C,
podendo provavelmente serem processos de adsorcdo e cristalizagdo, oxidagdo ou
polimerizacdo e reacdes cataliticas, que estdo relacionadas com a decomposicdo de
matéria organica. Essas técnicas sao importantes para a caracterizacao fisico-quimica da

droga vegetal, e também para o controle de qualidade.

5.1.5 Microscopia eletronica de varredura (MEV)/ EDS da droga vegetal e dos frutos de C.

jamacaru.

A andlise da morfologia da droga vegetal da raiz e dos frutos de C. jamacaru foi
realizado com magnificagcbes de 500, 1000 e 3000x (Figura 12). Pode-se observar a
autenticidade do material utilizado como matéria prima da raiz, havendo conservacdo das
estruturas, mesmo ap0s 0 processo de trituracdo. As imagens mostram a presenca de poros
brancos, o que pode sugerir em conjunto com o resultado da técnica EDS, grande quantidade
de oxigénio na composicdo da planta. As particulas possuem formas irregulares aparecendo

como aglomerados de particulas de diferentes tamanhos e morfologia.

Figura 12 — Microscopia eletronica de varredura da droga vegetal. Aumentos: 500x, 3000x e
5000x.
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Fonte: dados da pesquisa.

Figura 13 — MEV pontual. Pontos selecionados da droga vegetal. Aumento 3000x

Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 14 — MEV pontual. Pontos selecionados da droga vegetal. Aumento 5000x

Fonte: dados da pesquisa.

O resultado obtido para analise qualitativa e semi quantitativa da composi¢cdo elementar da

droga vegetal, esta representada na figura 15.

Figura 15 — Espectroscopia de energia dispersiva do 1°, 2° e 3° ponto da droga vegetal de C

jamacaru
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Fonte: dados da pesquisa.

A EDS foi realizada no aumento de 3000x. Nas figuras 13 e 14 sdo visualizados os
pontos onde foram realizadas as analises da composi¢do das mesmas. Os resultados obtidos a

partir dessa técnica permitiram identificar a composicao qualitativa e semi-quantitativa sobre
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as propriedades do material em estudo, através da interacdo entre os feixes de elétrons do
equipamento com a amostra.

Pdde-se observar na figura 15 a presenca de Carbono (56,6%), Oxigénio (30,7%),
Potéassio (5,6%), Calcio (4,0%), Ferro (1,6%) e Enxofre (1,6%).

O perfil quimico conseguido através da técnica EDS permitiu avaliar a variacdo da
presenca de elementos quimicos, verificando a homogeneidade composicional da droga vegetal
em variados aumentos. O uso de técnicas mais avancadas auxilia na comparacgéo e confirmacgéo
de resultados posteriores, para que estes sejam mais conclusivos e confiantes (CORREIA,
2015).

Do ponto de vista farmacoldgico, ambiental e toxicol6gico investigar a composicao
elementar é importante, porque a variacdo depende de varios fatores como: caracteristicas do

solo, que variam conforme a época do ano, condi¢des edafoclimaticas.

O resultado para os extratos da polpa e da casca estdo apresentados nas figuras 16 e 17

respectivamente.

Figura 16 — Espectroscopia de energia dispersiva do 1°, 2° e 3° ponto do extrato da polpa (PE)
de C. jamacaru
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Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 17 — Espectroscopia de energia dispersiva do 1°, 2° e 3° ponto do extrato da casca (SE)
de C. jamacaru
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Fonte: dados da pesquisa.

Apos a analise semi-quantitativa, foi possivel identificar na composicao elementar no
extrato PE os elementos em maior quantidade O e C, oriundos dos constituintes organicos e,
em menor quantidade K (2,0%), Fe (1,0%), Al (0,6%), Ca (0,4%), e S (0,4%), oriundos da
fracdo mineral. Os elementos O e C (47,6 e 48.5%, respectivamente), oriundos da matéria
organica também predominaram no extrato SE, estando em menor concentragdo N (2,6%) e K
(1,3%). Devido a importancia nutricional dos elementos encontrados, esses valores encontrados
reforcam que os extratos liofilizados podem ser futuramente adaptados para o processamento
de alimentos, para aproveitamento na suplementacdo da dieta humana.

Os macroelementos Ca e K sdo importantes para varias func@es fisioldgicas, atuando
diretamente na contracdo muscular, participando na polarizacéo e despolarizacdo neuronal, e
na estabilizacdo dos ribossomos (MARET, 2016; RAINA et al., 2012).

O Fe, presente no extrato PE, € um micronutriente essencial devido a sua alta
funcionalidade, além poder fazer parte da formulacdo de alimentos destinado para pacientes
com deficiéncia de ferro, ja que as principais funcdes desse mineral no organismo consistem na
auxiliar na producdo dos eritrocitos e na sintese da hemoglobina (MARET, 2016; SA et al.
2018).
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Figura 18 — Espectro no infravermelho obtido do extrato da polpa de C. jamacaru
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Fonte: dados da pesquisa.

No espectro de 1V para a polpa do fruto foi observada em 3266 cm™ uma banda larga
sugestiva de grupamento (OH). Em 2926 cm™ e 2851 foram visualizados duas bandas de baixa
intensidade indicativos de C—H com hibridizagao sp*. Em 1637 cm™ foi observada uma banda
de fraca intensidade que geralmente indica a presenca de grupamentos C=C de anéis aromaticos
e em 1028 cm ! surgiu uma banda intensa caracteristica de ligagao C—O (SILVERSTEIN et al.,
2006). A presenca desses grupos funcionais nas amostras, caracteristicos de estruturas de

compostos fenolicos reforcam os resultados encontrados para o teor de fendlicos totais.
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Figura 19 — Espectro de infravermelho obtido do extrato da casca de C. jamacaru
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No espectro de IV da casca foram observados resultados semelhantes aos encontrados
na polpa, como as bandas em 3288, 2930, 1715, 1590, 1050 ¢ 1028 cm™* sugestivas de
estiramentos de O-H, C-H, C=0, C=C e C-0, respectivamente (PAVIA et al., 2015).
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5.2 Composigao centesimal

Os resultados obtidos para a composicao centesimal e parametros nutricionais dos frutos

estdo demonstrados na Tabela 4.

Tabela 4 — Composicéo centesimal e parametro nutricionais dos frutos de C. jamacaru

Média = DP
Parametros Polpa Casca
Sélidos totais a vacuo a 70 °C (g 100 g%) 17,41 + 1,62 8,59 + 0,35
Cinzas totais — BU (g 100 g %) 0,499 + 0,006 0,518 + 0,018
Cinzas totais — BS (g 100 g'%) 2,86 + 0,03 6,03 £ 0,21
Proteinas — BU (g 100 g 1) 1,12 + 0,04 1,65+0,14
Proteinas — BS (g 100 g2) 6,42 + 0,23 19,16 £ 1,61
Gordura total — BU (g 100 g%) 2,37 0,10 0,0129 £ 0,0012
Gordura total — BS (g 100 g %) 13,60 £ 0,55 0,150 + 0,014
Fibra alimentar total - BU (g 100 g%) 10,63 + 1,04 -
Fibra alimentar insolGvel — BU (g 100 g%) 9,51+0,93 -
Fibra alimentar soltvel — BU (g 100 g%) 1,12+0,11 -
Fibra alimentar total — BS (g 100 g %) 61,07 = 5,99 -
Carboidratos totais — BU (g 100 g 1) 13,43 6,42
Carboidratos totais — BS (g 100 g %) 77,12 74,66
Carboidratos disponiveis — BU (g 100 g %) 2,79 -
Carboidratos disponiveis — BS (g 100 g%) 16,04 -
Acidez titulavel (g de acido succinico 100 g%) 0,403 £ 0,15 -
Valor energético total (kcal 100 g1) 59,42 -
Valor energético total (kJ 100 g%) 244,37 -
Vitamina C (mg 100 g%) 4,0 3,0

* média obtida das trés repeticdes +/- desvio padrio referentes a amostra expressa em (g 100g2) do produto em
base Umida. BU- base Umida. BS- base seca. Nao foi determinado (-)

Os valores observados para solidos totais foram de 17,41% para a polpa, e 8,59% para
a casca.

Os valores médios de cinzas observados nesta pesquisa foram 0,499 g 100 g* para a
polpa e 0,518 para a casca, e Se mostraram superiores aos resultados encontrados por Almeida
et al. (2009) que foi de 0,20 % para a polpa. As cinzas em alimentos séo apontadas como
parametro de qualidade, pois representam o conteudo total de minerais das frutas. Seus elevados
teores, retratam maiores concentraces de Ca, Mg, Fe, P, Na e outros minerais (KOBLITZ,
2011; ZENG; WANG, 2003). No presente estudo, o mineral predominante foi o K.
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O teor de proteinas em base Umida de 1,12 g 100 g* foi maior que o resultado obtido
por Porto (2009), ao avaliar a polpa do fruto de Cereus hildmannianus (0,865 g 100 g%) e
encontra-se dentro do intervalo aceito para a Opuntia spp. (0,21-1,6 %), sendo mais alto que o
da Opuntia dillenii, outra cactdcea. De acordo com a Tabela Brasileira de Composicdo de
Alimentos (TACO, 2011), o resultado do teor de proteinas obtido nesse trabalho mostrou-se
maior que diversos alimentos que compde a tabela de alimentos por 100 gramas de parte
comestivel e sdo comuns na dieta humana, entre eles: ameixa (0,4 g) caju (1,0 g) melancia (0,9
g) e Goiaba (1,1 g), e menor que Kiwi (1,3 g), Maracuja (1,5 g) e Pequi (2,3 g). O teor de
gordura de 2,37 g 100 g* foi superior ao encontrado por Porto (2009) cujo valor foi 0,03 g 100
gt. Comparando novamente com os frutos da Taco (2011), o resultado deste trabalho foi
semelhante aos frutos do maracuja (2,3 g).

No estudo realizado por Alencar et al. (2012) foi verificado que aproximadamente 60%
da biomassa seca dos cotilédones das sementes de C. jamacaru é representada por lipidios,
seguidos por proteinas, estando 0s agUcares solveis presentes em menor quantidade. Dessa
forma, segundo aqueles autores, os lipidios das sementes dessa espécie representam o nutriente
de reserva mais abundante, sendo importante fonte de gordura para a polpa.

A andlise da polpa revelou que o teor de fibra alimentar total (FAT) foi igual a 9,89%,
e para as fracdes foi obtido um predominio de fibra alimentar insolGvel (FAI), com 8,84%, e
menor teor para a fibra alimentar solivel (FAS), com 1,04%. O alto valor da FAI, deve-se
possivelmente ao grande numero de sementes. Estes dados confirmam que a polpa do
mandacaru é uma boa fonte de nutrientes e fibras. E importante conhecer o teor de fibra
alimentar total e de suas fracdes porque estas promovem efeitos fisiologicos benéficos. A
natureza soltvel e insoluvel das fibras alimentares afetard ndo somente sua funcionalidade, mas
também os efeitos fisiologicos. FAI estdo presentes na parede celular do vegetal. Além de ndo
serem digeridas no intestino delgado, nem digeridas por bactérias, as FAI estdo associadas a
porosidade, baixa densidade e capacidade de aumentar o volume fecal e diminuir o transito
intestinal (ELLEUCH et al., 2011; MONTELLA et al., 2012). As FAS s&o responsaveis por
possuirem a capacidade de aumentar a viscosidade e reduzir a glicemia e colesterol plasmatico,
bem como possui acdo potencialmente prebidtica (ELLEUCH et al., 2011).

Os valores de FAT no mandacaru podem representar uma importante contribuicéo para
alcancar as recomendacdes da Organizacdo Mundial da Salde que preconiza um consumo
diario de 25 g de FAT (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2003; FOOD AND
AGRICULTURE ORGANIZATION OF THE UNITED NATIONS, 2015). Uma por¢do de
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100 g da polpa do mandacaru, se ingerida durante o periodo da sua safra, fornece 10,6 g 100
gt de FAT, correspondendo a aproximadamente a metade do valor necessario de consumo
diario das FAT, constituindo assim, uma boa fonte alimenticia de fibras.

Desse modo, os consumidores devem procurar produtos alimentares com alto teor de
fibra alimentar para auxiliar a prevenir patologias diferentes, como constipac¢do, cancro do
cblon, doencas cardiovasculares e obesidade, entre outros (AYADI et al., 2009; KIM et al.,
2012; TERNENT et al., 2007).

O valor energético para a polpa foi de 59,42 Kcal.

Os carboidratos totais foram os mais abundantes macronutrientes nos frutos, tanto na
casca (6,42 g 100 g*) como na polpa (13,43 g 100 g*). A polpa apresentou duas vezes mais
solidos totais e carboidratos totais em comparacao a casca, teor de gordura quase 200 vezes
maior e teor de vitamina C aproximadamente 1,5 maior.

A acidez titulavel encontrada nesse trabalho, (0,403 g de acido succinico 100 g?) foi
superior aos resultados encontrados por Nascimento et al. (2011), os quais constataram
conteddo de acidez titulavel de 0,32 e 0,26% para os frutos do mandacaru provenientes da
regido de Cardo-PE e Cachoeira-PB, respectivamente. De acordo com Brunini e Cardoso
(2011), os teores de acidez total decrescem com o amadurecimento dos frutos em decorréncia
do processo respiratério e da utilizacdo de acidos organicos, como substratos nas reacGes
metabolicas, o que poderia justificar as diferencas de acidez obtida neste e em outros estudos.
Os autores relataram ainda, para o fruto de outra cactacea, Tacinga inamoena valores de acidez
titulavel de 0,53%, proveniente da regido de Cachoeira-PB.

Os dados encontrados para teores de vitamina C foram 4 mg 100 g ! para a casca ¢ 3 mg
100 g para a polpa. Esse resultado difere dos que foram encontrados por Silva e Alves (2009),
onde para a polpa e para a casca de frutos de mandacaru foram encontrados 100 mg 100 g! e
80 mg 100 g, respectivamente. Estas diferencas de teor de acido ascorbico nos alimentos
podem ser justificadas pela maturacdo dos frutos e época de colheita, que interferem na
composicao nutricional dos mesmos. Valores mais proximos deste estudo foram obtidos por
Lima et al. (2005) para os frutos de outra cactacea, com valores variando de 0,34 a 1,00 mg 100

g ' em polpas de Pilosocereus pachycladus (facheiro).
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Tabela 5 — Valores encontrados para analises fisico quimicas dos frutos de C. jamacaru

Média (%)
Parametros Polpa Casca
pH 3,92 3,91
Umidade a 105 °C” 84,48 + 1,87 93,79+ 0,25
Umidade a véacuo a 70 °C” 82,59 + 1,62 91,41 +0,35
Solidos solaveis (g/100 g) 10,60 -
Atividade de agua 0,984 0,995

“Fonte: dados da pesquisa. *Desvio padréo para umidade a 105 °C e umidade a vacuo 70 °C.

A polpa e casca de frutos do mandacaru sdo considerados acidos, uma vez que o pH
encontrado esta dentro da faixa entre 3,7 e 4,5 segundo a classificacdo de Baruffaldi e Oliveira
(1998). Os resultados de pH presentes na polpa e na casca do mandacaru corroboram com 0s
obtidos por Silva e Alves (2009), ao avaliarem as caracteristicas fisico-quimicas do C.
jamacaru, os quais também estiveram dentro da mesma classificacéo.

O valor do pH interfere de maneira relevante ndo s6 no desenvolvimento de
microrganismos, mas também outros componentes e processos, como estabilidade enzimatica,
formacdo de gel e estabilidade das proteinas e vitaminas (RAHMAN, 2007). Os resultados
encontrados nesse trabalho nos indica que esses frutos apresentam caracteristicas apropriadas
para O Seu processamento, armazenamento e conservacdo, pois sdo pouco susceptiveis a
contaminacdo de microrganismos por Clostridium botulinum encontrados nos alimentos
embutidos (BARUFFALDI; OLIVEIRA, 1998).

Tanto para a casca (93,79%) como para a polpa (84,48%), as médias encontradas para
umidade obtida em estufa a 105 °C foram superiores as obtidas por secagem a vacuo 70 °C,
sendo 91,41% e 82,59% para casca e polpa, respectivamente. Esses valores sdo semelhantes
aos encontrados no trabalho de Almeida et al. (2009). Se a temperatura de secagem for muito
alta, nesse caso, 105 °C, pode haver decomposicdo de alguns dos componentes volateis
presentes no fruto os quais séo sensiveis ao calor. 1sso podera causar uma mudanca na massa
da amostra e podera induzir a erros na determinacdo do teor de umidade, ocasionando uma
superestimacgdo desse teor. Um exemplo de decomposicdo que interfere na determinagdo do
teor de umidade € a dos carboidratos. A agua que € liberada através da reagdo durante o

aquecimento, ndo é a agua que estamos tentando medir, e sim agua eliminada da massa da
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amostra (CECCHI, 2003; MASSACHUSETTS, 2003). Esse fato, justifica os valores elevados
de teor de umidade tanto para a polpa quanto para a casca, na secagem a 105 °C, quando
comparados a secagem a vacuo em 70 °C, que pelo emprego da temperatura reduzida, pode
manter a amostra preservada, evitando a formacéo de crostas na superficie, que dificultariam a
evaporacao da agua.

Segundo os autores, um elevado teor de umidade, € uma caracteristica que nao favorece
a conservacdo do fruto, havendo a necessidade de armazena-lo sob refrigeracdo, para que haja
preservacao das suas caracteristicas nutricionais, e que evite a deterioracdo. Este fator contribui
para a alta perecibilidade de C. jamacaru. Segundo a classificagdo de Rhaman (1999), o qual
propds uma tabela com o tempo de armazenamento de alguns alimentos frescos, em condicfes
normais atmosféricas, as frutas e vegetais sdo considerados semi pereciveis e devem ser
consumidos em até duas semanas.

A condensacgéo da umidade em alimentos, ou a exposi¢do dos mesmos a uma atmosfera
Umida favorece o crescimento microbiano e, ocasionalmente, é capaz de promover o
desenvolvimento de insetos, além de causar indiretamente a deterioracdo, resultando assim em
auto-aquecimento destrutivo desses alimentos (RAHMAN, 2007).

Como consequéncia, o conhecimento dos valores de atividade de agua (aw),

umidade, e pH é fundamental, pois essas varidveis influenciam nas modificacdes fisicas e
guimicas, além de serem importantes para o controle microbiol6gico e conservacdo, além de
auxiliar na decisdo de uso deste fruto na elaboracdo de novos produtos pois ird interferir em
suas caracteristicas (TERRA, FREITAS, CICHOSKI, 2007). O aumento microbiano nos
alimentos resulta na deterioragdo dos mesmos, com o desenvolvimento de aparéncia indesejével
e sabor desagradavel para o consumo e, em certos casos, 0s alimentos podem também tornar-
se inseguros e inadequados para ingestdao (RAHMAN, 2007).

A maioria dos microrganismos, se desenvolve rapidamente em niveis de aw entre 0,98
a 0,995 (ORDONEZ PEREDA et al., 2005), valores verificados para a polpa e casca do
mandacaru estudadas nesse trabalho.

Os microrganismos possuem diferentes niveis minimos de aw para o seu crescimento.
As bactérias sdo geralmente as mais sensiveis e quase todas sao inibidas em uma aw menor que
0,90 ate 0,91 (ABBAS et al.,, 2009). Como os resultados obtidos nesse trabalho foram
superiores, € indicado que os frutos do mandacaru sejam submetidos a processamentos, ou

agentes quimicos que inibam o crescimento desses microrganismos.
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Os solidos soluveis obtidos nesse trabalho foram de 10,60% e estiveram dentro da faixa
dos valores citados no trabalho de Guerrero-Beltran e Ochoa-Velasco (2018) para frutos de
outras espécies de Opuntia spp. que variaram entre 9,7% a 16,4%. Rodrigues (2010)
caracterizando o desenvolvimento de frutos de Selenicereus setaceus (pitaia), conhecida como
saborosa, observou que a concentracdo de sélidos sollveis (SS) e agUcares sollveis totais (AST)
aumentou acentuadamente com a evolucdo dos estadios de desenvolvimento, com valores
maximos apos um longo tempo depois da coleta. Os valores observados para SS e AST foram
de 17,6% e 11,57 % respectivamente, bem proximos dos resultados obtidos nesse estudo.

A qualidade dos frutos de pitaia apresentam aumento de deterioracdo durante a pos-
colheita e armazenamento (LI et al., 2017), e com este processo, rea¢des bioquimicas, oxidacdo

e degradacdo de compostos de interesse acorrem, levando a senescéncia dos frutos.

5.3 Fendlicos totais e atividade antioxidante dos frutos

Neste estudo, o teor de fenolicos dos frutos in natura e extratos liofilizados da polpa e
da casca de C. jamacaru foi expresso em miligrama de &cido galico por grama de extrato (mg
GAE / g extrato) assim como 0 ECsg e a capacidade antioxidante total, que estdo apresentados
na Tabela 6.

Tabela 6 — Conteudo de fendlicos totais, percentual de inibicdo do radical DPPH, ECso e
capacidade antioxidantetotal das amostras (polpa e casca) do mandacaru

Média
Polpa in Casca Extrato Extrato
Parametros .
natura in natura PE SE
Fendlicos totais
107,31 117,18 695,33 5.208,80
(mgeq GAE 100 g)
Inibic&o do radical DPPH (%)* 66,36 41,87 65,23 93,18
ECso
(g amostra Lt sol. 100 uM de 88,31 131,75 15,28 3,56
DPPH)

Capacidade antioxidante total

92,61 138,18 16,76 3,79

(g amostra gt DPPH)

DPPH = 2,2-difenil-1-picrilhidrazil; ECso = quantidade de amostra necessaria para reduzir a concentragdo inicial
de DPPH em 50%; DPPH* = Valores para a concentragdo méxima da amostra utilizada no ensaio: 200 L de extrato
de amostra adicionado a 2.800 L de solucéo de 100 M de DPPH (volume total 3mL).
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As amostras de casca e de polpa in natura apresentaram concentracdo de fendlicos
totais proximas entre elas (117,18 mg eq GAE 100 g e 107,31 mg eq GAE 100 g,
respectivamente). Os resultados obtidos foram bastante préximo ao encontrado para pitaia de
polpa branca no trabalho realizado por Abreu et al. (2012), com valores médios para de 118,18
mg GAE 100 g'.

Diversos estudos tém sido realizados sobre o consumo de compostos fendlicos, bem
como sobre a contribuicdo desses compostos para a dieta humana. Para a populacao brasileira,
a ingestdo dietética de flavonoides esta na faixa de 60 a 106 mg / dia, de acordo com Arabbi,
Genovesi e Arolo (2004). Considerando que 100 g de mandacaru fornece quantidade superior
a 100 mg de fendlicos totais, é possivel inferir que esses frutos podem representar uma boa
fonte alimentar para aumentar e, até mesmo dobrar, o consumo diario dos compostos fendlicos
na populacéo brasileira, especificamente na regido Nordeste, tendo como base tal tamanho de
porcao. Em estudos realizados por Faller e Fialho (2009), sobre a disponibilidade de polifenois
em frutas e hortalicas consumidas no Brasil, os autores observaram teores de 85,1; 215,7; 15,3
e 110,5 mg 100 g para o abacaxi, a banana, 0 mamao e manga. Comparando os resultados
obtidos nesta pesquisa com aqueles encontrados por Faller e Fialho (2009), o teor de fendlicos
totais do presente estudo para 0 mandacaru € comparavel ao que se é ingerido para a manga
considerando 0 mesmo tamanho de porgdo dessas frutas.

Quando foram obtidos os extratos hidroalcodlicos liofilizados da casca e da polpa, foi
verificada uma concentracdo do contetdo de compostos fendlicos, sendo obtida concentracédo
7,5 vezes maior para o extrato SE (5.208,80 mg eq GAE 100 g!), em comparacdo ao extrato
PE (695,33 mg eq GAE 100 g'). Vasco, Ruales, e Kamal-Eldin (2008) classificaram os frutos
quanto ao contetdo de polifendis e os colocou em trés categorias: baixa (< 100 mg 100 g! de
GAE), moderada (100-500 mg 100 g! de GAE) e alto (> 500 mg 100 g! do GAE). Esta
classificacdo foi usada em outros estudos realizados por Rufino et al. (2010) e também por
Souza et al. (2012). Portanto, a casca e a polpa do mandacaru seriam consideradas fontes
moderadas de polifenois e ambos os extratos poderiam ser classificados como fontes altas
desses bioativos. Dessa forma, os extratos produzidos neste estudo, especialmente o da casca,
podem ser ingredientes interessantes para o enriquecimento de formulagfes alimenticias com
compostos fenolicos.

Compostos fendlicos sdo considerados antioxidantes e evidéncias sugerem que o

consumo de frutas ricas nesses compostos sdo benéficas para a satde devido a capacidade de
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prevenir doengas cronicas como cancer, doencas cardiovasculares, catarata, disfuncéo cerebral
e imunoldgica entre outras (HERRERA-HERNANDEZ et al., 2011; VINSON et al., 1998).

Comparando-se os resultados obtidos entre a polpa e a casca, a polpa apresentou o
menor valor de concentracdo necessaria para reduzir em 50% a acdo do radical DPPH (88,31 ¢
amostra L' sol. uM de DPPH), enquanto que a casca apresentou o valor de (131,75 g amostra
L sol. uM de DPPH). Entre os extratos PE e SE, o SE apresentou menor valor 3,56 g amostra
L-tsol. uM de DPPH), ou seja, exibiu melhor potencial em sequestrar os radicais livres DPPH,
indicando que essa amostra, apresenta uma elevada capacidade antioxidante, pois com uma
quantidade pequena de consumo, ja é possivel reduzir a quantidade de DPPH pela metade.

Em relacdo a porcentagem de inibicdo dos radicais DPPH (%), os valores médios
obtidos no presente estudo para as amostras, com a aliquota maxima utilizada no ensaio (0,02
mL de extrato de amostra para o volume total de 3 mL com 100 uM de DPPH) foram para a
polpa e casca superiores a concentracdo de 60% e 41% respectivamente. Ja para os extratos PE
e SE respectivamente foram de 65% e 93%.

Melo et al. (2008) classificou a forca da atividade dos extratos de frutas de acordo com
a porcentagem de inibicdo do DPPH. Atividades acima de 70% foram consideradas eficazes no
sequestro do radical livre DPPH, entre 50 e 70%, consideradas agdo moderada e abaixo de 50%,
acdo fraca. De acordo com essa classificagcdo a polpa do mandacaru pode ser conceituada como
acdo moderada, a casca classificada como fraca e os extratos PE e SE considerados como
moderado e eficazes, respectivamente.

A capacidade antioxidante total (g amostra gt DPPH) encontrada para a polpa foi de
92,61 e para a casca de 138,18. Para o extrato PE o valor obtido foi 16,76 e para o extrato SE
foi de 3,79. Estudos realizados por Rufino et al. (2010) obtiveram valores semelhantes para a
jussara (70,1 g amostra g* DPPH) e jaboticaba (138 g amostra g * DPPH).

Geralmente, a atividade antioxidante e outras propriedades e funcdes fisioldgicas dos
compostos, estdo associadas as estruturas, onde o numero e a posi¢éo dos grupos hidroxila (OH)
e a presenca de substituintes como radicais metoxi e glicose ligados nas moléculas, podem
reduzir ou melhorar as atividades bioldgicas (ARUWA, AMOO e KUDANGA, 2018; CAI et
al., 2006).
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5.4 Screening fitoquimico preliminar

Os resultados do screening fitoquimico preliminar obtidos das raizes estdo demostrados

na Tabela 7.

Tabela 7 — Resultados encontrados para triagem fitoquimica preliminar de C. jamacaru

Metabdlito Secundéario Testes realizados Resultado
Saponinas espumidicas Teste de espuma -
Polissacarideos Reacdo com Lugol -
Fendis e Taninos Cloreto Férrico -
Flavonoides Reacdo de Shinoda -
Esteroides e Terpenoides Reacdo de Liebermann- +
Burchard
Alcaloides Bouchardat, Dragendorff, +/+ +
Mayer

Fonte: Dados da pesquisa. Legenda: positivo (+), negativo (-).

Analisando os resultados dessa triagem, podemos dizer que apenas os metabolitos
secundarios alcaloides e esteroides foram detectados. Resultados semelhantes, foram
encontrados por Brhun e Lindgren (1976), os quais identificaram no mandacaru a presenca do
alcaloide tiramina, comum em outras espécies de cactos. Em estudos mais recentes
desenvolvidos por Davet (2005), foi demonstrado que as hastes de C. jamacaru sao ricas em
alcaloides e esteroides, confirmando o indicado pela literatura para as cactaceas.

E importante considerar que testes qualitativos ndo possuem uma elevada sensibilidade,
por isso € necessario realizar outras analises quantitativas para comprovar a existéncia ou ndo

do metabdlito secundario na planta em estudo.
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5.5 Quantificacdo de metabdlitos secundarios

Com relacdo aos flavonoides totais (Tabela 8), os extratos EEB e FCH2Cl, das raizes
apresentaram os maiores valores. Os flavonoides também possuem capacidade de efeitos
benéficos para a salde, consequéncia de sua atividade antioxidante na captura dos radicais
livres ou atraves da quelagdo de ions metélicos (KUMAR; PANDEY, 2013). De acordo com a
classificacdo de Vasco et al. (2008) os extratos da polpa do mandacaru estariam classificados
como de baixo teor de compostos fendlicos totais, e consequente teor baixo de flavonoides.

Para a quantificagdo de taninos, o EEB e a FCH2Cl, apresentaram as maiores
concentragdes, mostrados na Tabela 8.

Tabela 8 — Teor de compostos bioativos presentes nos extratos EEB, FACOEt, FCH.Cl,, FHex,
EHAP dos frutos e das raizes do mandacaru

Extrato Flavonoides totais! Polifenois? (mg g™) Taninos condensados?
(Mg g% (mgg™)
EEB 58,052 27,971 2562,785
FHEX 14,082 - -
FCH:CI> 52,127 564,099 466,780
FACOEt 48,118 302,601 -
EHAP - 37,763 -

Fonte: dados da pesquisa. Legenda: EEB: extrato etandlico 1 mg de equivalente de acido galico (EAG) g‘1
amostra); 2 mg de equivalente de catequina (CAE) g’1 amostra.

5.6 Atividade antioxidante: sequestro do radical DPPH das fases

A capacidade da F95, obtida da coluna cromatografica realizada com a fase CH2Cl, no
sequestro do radical livre estavel de DPPH em varias concentracfes mostrou-se eficaz, como

indicado nos célculos da SRL (%) da Tabela 9.
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Tabela 9 — Porcentagem do sequestro de radicais livres (SRL%) da F95
Concentragoes 31,25 62,5 125 250 500 1000
testadas (pg
mL1)
SRL 1 (%) 29,7476 52,0584 76,7596 86,9853 88,5790 90,3054
SRL 2 (%) 29,4820 51,3944 75,8300 87,6494 89,1102 90,0398
SRL 3 (%) 30,0132 51,7928 76,6268 87,9150 89,3758 89,7742
Média 29,75 51,75 76,41 87,52 89,02 90,04
DP 0,27 0,33 0,50 0,48 0,41 0,27

Fonte: dados da pesquisa.

Apenas a amostra F95 apresentou um resultado promissor, mostrando que a mesma
conseguiu sequestrar 50% do radical DPPH na concentracdo baixa de 62,5 pg mL™?, sendo
classificada como um composto com boa atividade antioxidante.

Santana (2016) em seu estudo, mostrou que as raizes do mandacaru apresentaram uma

baixa capacidade do sequestro do radical DPPH, da fracdo hidrometandlica.

5.7 Atividade antioxidante total da fase

Analisando a capacidade antioxidante total (CAT) das amostras (Tabela 10), o melhor
resultado é o correspondente a FCH2Cl> (54,08%), pois foi o que mais se aproximou do valor
do padrdo Quercetina (Q). Quando as amostras possuem uma CAT maior que 50%, ja podem
ser consideradas promissoras. A amostra EEB, quando comparada ao padrdo BHT apresenta

valores semelhantes, indicando que possui atividade antioxidante, porém ndo tédo elevada.
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Tabela 10 — Porcentagem da capacidade de atividade antioxidante total

AMOSTRAS CAPACIDADE ANTIOXIDANTE
TOTAL (CAT) - %

FCH.Cl> 54,08 + 0,36
FACOEt 47,15 + 0,40
FEEB 22,85+ 0,28
FCHCl, F95 30,22 + 0,30
EHACS 28,07 + 0,28
QUERCETINA (Padr#o) 68,34 + 0,52
ACIDO GALICO (Padrio) 16,41 + 0,52
BHT (Padr#o) 20,22 + 0,70

Fonte: dados da pesquisa. Legenda: FEEB: extrato etanolico bruto; EHA:extrato hidroalcodlico; FHA: fragdo
hidroalcodlica; EHACS: extrato hidroalco6lico da polpa com semente.
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5.8 Compostos isolados

5.8.1 Identificacéo de Cj-1

O composto codificado por Cj-1 caracterizou-se por ser um sélido amarelo, soltvel em
acetona. O espectro de RMN de *H (Acetona-d6 400 MHz), (Figura 21) mostrou a presenca de
dois dubletos em 6+ 7,15 (d, J =1,9 Hz, 1H) e 6,83 (d, J=8,2 Hz, 1H), além de um sinal em 7,03
(dd, J=1,7 e 8,2 Hz, 1H), o que sugere a presenca de um anel aromatico trissubstituido (Figura
20- pag. 92).

No espectro de RMN de **C, (J, acetona-d6, 100 MHz), técnica APT, foi possivel
observar os sinais em 6c¢ 128,27; 111,26; 148,60; 149,08; 116,04 e 122,55 (Figura 24- pag. 96),
que de acordo com Davet (2005) podem ser atribuidos para os carbonos 1, 2,3 ,4, 5 e 6, do anel
trissubstituido, sendo que os sinais em dc¢ 148,60 e 149,08 sdo caracteristicos de carbonos ndo
hidrogenados com substituintes oxigenados, o que levou a inferir que um carbono sustentaré a
metoxila e 0 outro uma hidroxila. Os sinais de dc 140,35; 120,02 e 166,44 foram atribuidos para
as posicoes 7, 8 e 9 (Figura 20- pag. 92) respectivamente e permitiram deduzir que o composto
trata-se de uma alcamida (CAVALCANTE et al., 2010). Os carbonos oc 35,75 ¢ 41,80
correspondem aos dois grupos metilénicos do composto e os sinais em d¢ 130,52 ¢ 116,07 foram
atribuidos aos carbonos 2’ - 6’ € 3’ -5” do segundo anel aromatico dissubstituido.

Os sinais em dH 7,05 (d, J= 8,3; Hz, 2H) e 6,75 (d, J=8,6 Hz, 2H) permitem sugerir a
presenca de um segundo anel aromético com sistema tipico AA’BB’. Além disso foram vistos
também os sinais em Jn 2,74 (t, J=7,2 Hz, 2H) e 3,48 (m, 2H), caracteristicos de hidrogénios
metilénicos, sinais em Jn 7,44 (J= 15,6 Hz, 1H) e 6,49 (J=15,6 Hz, 1H) (Figura 20- pag. 92),
sugestivos da presenca de grupamentos vinilicos com estereoquimica trans, e um singleto em
on 3,86 (s, 3H) caracteristico de metoxila aromatica.

A interpretacdo dos sinais de RMN de 1H e 13C (Tabela 11- pag. 92) aliados aos dados
da literatura (CAVALCANTE et al. 2010; SILVA, J., 2016), permitiram identificar o composto
Cj-1 como sendo o N-trans feruloiltiramina, isolado anteriormente na familia Cactaceae na
espécie Pilosocereus gounellei (MACIEL et al., 2016), e em Tacinga inamoena (SILVA, J.,
2016), mas sendo isolado pela primeira vez no género Cereus e na especie C. jamacaru. Nos
vegetais, a tiramina ligada ao acido cinamico ou derivados é responsavel pela cicatrizagdo nos
casos de ferimentos ou a resisténcia antifingica (DAVET, 2005). A trans feruloiltiramina

possui acdo contra ervas daninhas, melhora a germinacéo das sementes (CAVALCANTE et al.,
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2010) e também possui acdo anti-inflamatdria pelo mecanismo de inibi¢cdo da enzima COX

(PARK, 2009).

Figura 20 — N-trans- feruloil tiramina.

Tabela 11 — AtribuicGes dos sinais de H e 13C para o composto Cj-1

OCHs

Fonte: dados da pesquisa.

Posicéo oc OH oc (Cavalcante o+ (Cavalcante et al
et al 2010) 2010)
1 127,37 - 126,82 -
2 110,36 7,15 (d, J=1,9 Hz, 1H) 109,70 6,9 (brs Hz)
3 147,70 - 147,69 -
4 148,18 - 147,20 -
5 115,17 6,83 (d, J=8,2 Hz, 1H) 114,91 6,74 (d, J=8,4 Hz,
1H)
6 121,65 7,03 (dd, J=1,7; 8,2, 121,89 6,93 (brd, J=8,4 Hz)
1H, 1H)

7 139,48 7,44 (d, J=15,6 Hz, 1H) 140,89 7,37 (d, J=15,8 Hz)
8 119,12 6,49 (d, J=15,6 Hz, 1H) 117,47 6,16 (d, J=15,8 Hz)
9 165,54 - 167,04 -
1 130,24 - 129,68 -

2’/ 6 129,25 7,05 (d, J= 8,3 Hz, 2H) 129,53 6,96 (d, J=8,4 Hz)

7,06 (d, J=8,6 Hz, 1H)
35 127,91 6,75 (d, J=8,6 Hz, 2H) / 115,17 6,68 (d, J=8,4 Hz)
6,74 (d, J= 8,5 Hz, 1H)

4 155,79 - 155,17 -
7 34,86 2,74 (t, J=7,2 Hz, 2H) 34,41 2,67 (t, J=6,90 Hz)
8 41,04 3,48 (m, 2H) 40,89 3,46 (t, J=6,90 Hz)

OCHs 55,32 3,86 (s, 3H) 55,56

Fonte: Dados da pesquisa.



Figura 21 — Espectro de RMN de *H (acetona-d6, 400 MHz) de Cj-1
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Figura 22 — Expans3o do espectro de RMN de *H (acetona-d6,400 MHz de Cj-1 na regido de 6,35 a 7,55 ppm
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Figura 23 — Expansdo do espectro de RMN de H (acetona-d6, 400 MHz) de Cj-1 na regido de
2,5a4,0 ppm
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Figura 24 — Espectro de RMN de 13C (acetona-d6, 100 MHz) de Cj-1
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5.8.2 ldentificagéo de Cj-2

Esse composto quimico foi isolado da fase CH2Cl, e caracterizou-se por ser um sélido
amarelo, soltvel em acetona. No espectro de RMN de tH (6, Acetona-d6 400 MHz), (Figura
26, pag. 98) foram observados os sinais em 64 7,58 (dd, J=1,9; 8,2 Hz, 1H), 7,55 (d, J=1,9 Hz,
1H) e 6,90 (d, J=8,2 Hz, 1H) tipicos de dados para anéis aromaticos trissubstituido. Além disso,
0 sinal em dn 3,70 (s, 3H) permitiu inferir que um dos substituintes era uma metoxila e, por
exclusdo, os outros dois seriam hidroxilas. A andlise desses dados permitiu identificar Cj-2
como sendo o 1-metoxi, 2,5-dihidroxibenzeno, isolado das raizes de C. jamacaru a partir da
fase CH2Cl, (Tabela 12). Nao foram encontrados na literatura, compostos semelhantes,

impossibilitando a comparagao dos dados de RMN.

Tabela 12 — AtribuicGes dos sinais de *H para o composto Cj-2

Posicdo OH
3 7,58 (dd, J=8,2; 1,9 Hz)
4 7,55 (d, J=1,9 Hz)
6 6,90 (d, J= 8,2 Hz)
OCHs 392s

Fonte: dados da pesquisa.

Figura 25 — Cj-2 (1 metoxi 2,5 dihidroxi benzeno)
OCHj;

Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 26 — Espectro de RMN de 'H (acetona-d6, 400 MHz) de Cj-2
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Figura 27 — Expansao do espectro de RMN de 'H (acetona-d6, 400 MHz) de Cj-2 na regido de
6,0a7,5 ppm
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5.8.3 Identificagdo de Cj-3

Esse composto quimico foi isolado da fragdo C1.5F5, subfracéo 6, oriundo da andlise
por CLAE, e caracterizou-se por ser um solido amarelo, solivel em metanol. No espectro de
RMN de *H (Metanol-d4 400 MHz), (Figura 29) foi observada a presenca de dois dubletos em
on 7,44 (d,J =7,75 Hz, 1H) e 7,33 (d, J=8,3 Hz, 1H), além de um sinal em 7,12 (t, J=7,35e 8,1
Hz, 1H), e outro em 7,02 (t, J=7,54 e 7,1 Hz, 1H) o que sugere a presenca de um anel aromatico
dissubstituido, (Figura 28, pag. 98). A analise desses dados permitiu identificar Cj-3 e os dados

estdo apresentados na Tabela 13.

No mapa de contorno HMBC (*H e 13C) foi possivel visualizar as correlagdes: dn 7,47/5c
138,25 e 123,28; 61 7,35/6¢ 127,66 e 120,51; dn 7,13/5¢ 138,23 e 119,06; 61 7,05/6¢ 127,62 e
112,15 sugestivos dos hidrogénios ligados a carbono nas posicdes 1 e 3, 2 e 4; 2 e 6 (Figura
28).

A partir do espectro do mapa de contorno HSQC (*H e 13C), observou-se as correlagtes
diretas entre on 7,44/ oc 117,54, on 7,33/oc 110,75 on 7,14/6c 122,51 e on 7,02/ oc 118,58,
sugestivos para as posicoes 3, 6, 5 e 4.

Figura 28 — Estrutura de Cj-3

Fonte: dados da pesquisa

Tabela 13 — AtribuicBes dos sinais de RMN de *H e 13C uni e bidimensionais para Cj-3

HSQC HMBC

Posicédo OH dc OHX Oc
1 - 136,65 - -
2 - 126,31 - -

3 7,44 (d, J=7,8 Hz, 1H) 117,48 H3-C3 C1;C5

4 7,02 (td, J=7,0e 1,0 Hz, 1H) 118,58 H4-C4 C2;C6

5 7,12 (td, J=7,0 e 1,1 Hz, 1H) 122,51 H5-C5 C1;C3

6 7,33 (d, J= 8,3 Hz, 1H) 110,77 H6-C6 C2;C4

Fonte: dados da pesquisa.
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Figura 29 — Espectro de RMN de *H (metanol-d4, 400 MHz) de Cj-3
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Figura 30 — Expanséo do espectro de RMN de *H (MeOH-d6, 400 MHz) de Cj-3 na regido de
8,53 até 7,00
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Figura 31 — Mapa de contorno HMBC — 'H x 13C de Cj-3
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Figura 32 — Mapa de contorno HSQC — *H x *C de Cj-3
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5.9 Espectroscopia de massas e Rede molecular

O resultado obtido, atraves dessa técnica foi analisado por comparacéo, com 0 composto
de referéncia Jamacarusideo B (BRITO, 2018), isolado anteriormente das hastes de C.
jamacaru, e reunido de acordo com a rede molecular (Figura 33).

Foram propostas, a partir estrutura do composto 1 as principais fragmentacdes (Figura
34) que ocorrem pelos mecanismos de rearranjo de Mc—Lafferty e segmentagao o, observadas
no espectro e que também sdo comuns as demais estruturas, identificadas putativamente.

Os dados espectrais do EEB de C. jamacaru obtidos por analise em CLAE/EM? no
modo positivo, foram submetidos a plataforma online The Global Natural Product Social
Molecular Networking (GNPS) para obtencéo da rede molecular a fim de visualizar o perfil de
metabolitos contidos na fase. Os dados foram gerados e agrupados com base nas correlacdes de
fragmentacdo de cada espectro (figuras 37 a 42) das moléculas, onde os 14 nodos representaram
14 precursores distinguiveis e detectados com m/z de 600 a 1200. Desses 14 nodos, 5 pudeream

ter suas estruturas sugeridas.

Figura 33 — Rede molecular

2 A

08183
0.8145 ‘ 025.8R7
P . 780.889
. 763.799 *™* s
07183
. 942,969 ‘ 646.832
0779

0.7748

07341 ‘ 822.936

0.7116

985.07

07827 " @ o883
@ i,

08254
0.8273

@ o601 @

- A

Fonte: GNPS. Legenda: @ - nodos




104

Figura 34 — Proposta das principais fragmentac0es para justificar os picos no ESI-MS, a partir

da estrutura do composto 1.
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Figura 35 — Mecanismo de fragmentagéo sugerido para os principais picos no ESI-MS

Fonte: dados da pesquisa. Rearranjo de Mc- Lafferty

Figura 36 — Mecanismo de fragmentacdo sugerido em duas etapas, para 0s principais picos no
ESI-MS.
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Figura 37 — Espectro de massas do composto 1
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Figura 38 — Espectro de massas do composto 2
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Figura 39 — Espectro de massas do composto 3
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Figura 40 — Espectro de massas do composto 4

Intens. | +MS2(780.43), 42.7min #1858
x105 1+
b 569.39
E 1+
1.5 403.35
1 1+ 1+
b 463.38 763.32
1.0 4
0.5+
] 1+
. 313.27 L [ L \-l
0.0 L— . J.IL.,JJ] I..lll..lj.. I . . . . .
200 400 600 800 1000 1200 1400 m/z

Fonte: dados da pesquisa

107



108

Figura 41 — Espectro de massas do composto 5
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Observou-se nos espectros de massa dos compostos de 1 a 5, que ocorrem
fragmentacgdes semelhantes e pode-se sugerir que as saidas dos grupamentos acetato (CsH20.),
da molécula de aclcar e do acido glicurbnico sdo comuns as estrturas, pois apresentam
substitintes que sofrem o mesmo padrdo de fragmentacéo.

Dentro de plantas individuais, existem tipicamente diversas séries de correlacdes de
saponinas contendo combinacdes variadas de cadeias de aglcar e sapogeninas especificas.
Relacionado a sua similaridade estrutural, a identificacdo rapida é dificil e as investigacdes
enfocando estudos sistematicos sdo necessarios para confirmacdo da estrutura (GADRILHAS
etal., 2018).



Figura 42 — Estruturas dos compostos de 1 a 5
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6 CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho conseguiu cumprir e obter os resultados, propostos nos objetivos da
pesquisa. Foi realizada a caracterizacao fisico-quimica tanto da raiz, como do fruto do
mandacaru, o isolamento e identificacdo de trés compostos quimicos das raizes dessa planta,
além da identificacdo putativa de cinco saponinas, ressaltando a importancia do estudo de C.
jamacaru, que é uma planta medicinal bastante utilizada na regido Nordeste com uso na
medicina popular, porém com poucos estudos cientificos, principalmente na area da
fitoquimica.

Na parte nutricional, o estudo mostrou que os frutos sdo promissores para a dieta
humana, pois sdo fontes ricas em fibras e nutrientes com um valor energético considerado
satisfatorio de acordo com os guias alimentares. Observou-se também que o fruto tanto in
natura como na forma de extrato hidroalcodlico possuem uma boa quantidade de compostos
fendlicos em sua composicao, e também atividade antioxidante, sendo uma caracteristica para
aproveitamento industrial.

Na parte quimica, mostrou-se uma planta promissora para que estudos posteriores sejam
realizados, visando o isolamento de mais metabdlitos secundarios, caracterizacdo das outras
fases particionadas e explorar as atividades bioldgicas, como por exemplo, testes

farmacoldgicos com as substancias ja isoladas e conhecidas dessa planta.
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