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RESUMO

DINIZ, R.S. MSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro.
Abril de 2013. Estudo dos Pigmentos polares do Extrato da casca dos Frutos
de Manacaru (Cereus fernanbucensis - Cactaceae). Professora Orientadora:
Daniela Barros de Oliveira, D.Sc. Co-Orientador: D.Sc.; Rodrigo Rodrigues de
Oliveira. Banca Avaliadora: D.Sc.; Fabio da Costa Henry, D.Sc.; Rodrigo

Rodrigues de Oliveira, D.Sc.; Michelli Frazdo Muzitano.

Este trabalho foi realizado no Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA) do
Centro de Ciéncias e Tecnologias Agropecuarias (CCTA), em conjunto com o
Laboratério de Ciéncias Quimicas ( LCQUI) do Centro de Ciéncias e
Tecnologias (CCT), na Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro(UENF), Campos dos Goytacazes, RJ. O objetivo deste trabalho foi
isolar e identificar as substancias ativas presentes nos frutos de Cereus
fernambucensis - manacaru, desta forma, ampliar o conhecimento quimico

acerca do fruto de Cereus fernambucensis, para a possivel utilizacdo do
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mesmo como alimento funcional, além de avaliar o perfil quimico do extrato
aquoso e metandlico por meio de Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE). Avaliar atividade antioxidante dos extratos e fragbes a partir das
cascas dos frutos, como também, determinar os teores de taninos e fendis
totais do extrato. Determinar os Teores de Vitamina C das cascas e da polpa
dos frutos, verificar o teor de agucares presentes nas cascas e na polpa dos
frutos. Isolar e identificar os compostos ativos presentes nos frutos através de
técnicas cromatograficas e espectroscopicas. Para a obtengao do extrato bruto,
as cascas dos frutos de Cereus fernambucensis foram separadas das
sementes e submetidas a liofilizacao, posteriormente foram feitos dois extratos,
um aquoso e outro metandlico, o aquoso por liquidificacdo com agua 10% p/v e
o metandlico por extracdo exaustiva (maceragao estatica) com metanol. A partir
das purificagcbes do extrato aquoso duas substancias isoladas RD01 e RDO02.
O extrato aquoso e suas fragcdes foram avaliados a Atividade Antioxidante (AA)
por DPPH, onde em uma escala de capacidade de sequestro de radicais livres,
a sequéncia seria: FB> SM> EMA> FAcet.Et.> FH. Para as analises de taninos
e fendis totais a partir dos extratos aquoso e metanolico, ndo foram detectados
os taninos hidrolisdveis no extrato, ja para os fendis totais baixas
concentragbes nas duas amostras foram verificadas, ou seja, a capacidade
antioxidante dos extratos ndo esta relacionada a esses fatores somente. Para
concentragcdo de Vitamina C das cascas e da Polpa dos frutos de manacaru
feito por titulagdo, observa-se uma concentracéo significativa em comparagao
com outros membros de Cactaceae: 178mg/100g de vitamina C para cascas, e
22,94mg/100g de vitamina C para polpa.Para avaliagao do teor de agucar na
polpa e nas cascas dos frutos, feito por Cromatografia Liquida de Alta
Eficiéncia (CLAE), e através de uma curva padrao foi possivel quantificar
glicose e frutose: para polpa 33,96g/100g de glicose e 35,91g/100g de frutose e
para as cascas 11,57g/100g de glicose e 12,7g/100g de frutose. Sendo assim,
este trabalho permitiu conhecer quimicamente as cascas dos frutos de Cereus
fernambucensis — manacaru. Ate [Até] o momento este grupo de trabalho em
que esta dissertagao foi desenvolvida, € o unico a dedicar-se a esta espécie,
sendo assim um dos poucos a avaliar sua atividade antioxidante e a unica
espécie de seu género a ter seu teor de acgucar, vitamina C e Taninos

condensados e Fendis Totais a serem quantificados. Tal fato contribui para a
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compreensao cientifica do seu uso popular e um possivel uso como alimento

funcional.

ABSTRACT

DINIZ, R.S. MSc.; Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy Ribeiro;
april 2013. Study of Pigments polar bark extract of fruits Manacaru (Cereus
fernanbucensis - Cactaceae). Teacher Advisor: Daniela Barros de Oliveira,
D.Sc. Co-Advisor: D.Sc.; Rodrigo Rodrigues de Oliveira. Banking Appraiser:
D.Sc.; Fabio Costa Henry, D.Sc.; Rodrigo Rodrigues de Oliveira, D.Sc.; Michelli

Frazao Muzitano.

This work was performed at the Laboratory of Food Technology at the Center
for Agricultural Science and Technology, in conjunction with the Chemistry
Laboratory of the Center for Science and Technology at the State University of
North Fluminense Darcy Ribeiro, Campos dos Goytacazes, RJ. The objective
of this work is to isolate and to identify the active substances in the fruits of
Cereus fernambucensis - manacaru thus broaden knowledge about the
chemical result of Cereus fernambucensis to the possible use of it as a

functional food, to evaluate the chemical profile of the aqueous extracts and
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methanolic by High Performance Liquid Chromatography (HPLC), to evaluate
the antioxidant activity of extracts and fractions from fruit rind, to determine the
levels of tannins and phenolic extracts, to determine Levels of Vitamin C of the
peel and pulp fruit, to determine sugar content in the peel and pulp fruit, to
isolate and to identify the active compounds in fruits by chromatographic and
spectroscopic techniques. To obtain a crude extract, the peel of fruits of Cereus
fernambucensis seeds were separated and subjected to lyophilization. Later
two extracts were made, one was aqueous, by the static precipitation and the
other was methanolic, by exhaustive extraction (static maceration) with
methanol. From the extracts purification were obtained for the aqueous extract
two isolated substances RD01 and RD02. Through the aqueous extract and its
fractions were made Antioxidant Activity by DPPH, where on a scale capacity of
scavenging free radicals, the sequence would be: FB> SM> EMA> FAcet.Et.>
FH. From analyzes of total phenols and tannins of aqueous and methanolic
hydrolysable tannins were not detected for the aqueous extract, although total
phenols have low concentrations in both samples, in other words, the
antioxidant capacity of the extracts are not related to these factors only . For
Vitamin C concentration of the peel and pulp manacaru fruits done by titulation
it was obtained a significant concentration for cactaceae of 178mg/100g of peel
vitamin C and 22.94 mg/100g of pulp Vitamin C. To evaluate sugar content
found in the pulp and peel fruits, made by high performance liquid
chromatography, and through a standard curve it was possible to quantify such
sugar: to the pulp 33.96 g/100g glucose and 35.91 g/100g fructose and for
peels 11.57 g/100g glucose and 12.7g/100g fructose. Therefore, this study
identified chemically fruits peels of Cereus fernambucensis - manacaru, being
one of the few to evaluate its antioxidant activity and the only of its kind to have
its sugar content, vitamin C and condensed tannins and total phenols to be
quantified, this fact contributes to the scientific understanding of its popular use

and possible use as functional food.
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1 - INTRODUGAO

A utilizacdo de plantas como fonte de alimentos e produtos terapéuticos,
vem ao longo da historia, haja vista que grande parte dos farmacos sao € de
origem vegetal (Campos, 2008). A presenca de substancias antioxidantes tem
sido detectada em larga escala a partir dos frutos e outras partes dos vegetais,
e essa atividade tem sido bem comprovada nos ultimos anos, tendo como
exemplo, os compostos fendlicos, que contribuem para os efeitos benéficos
nos alimentos (Ligia et al., 2010; Broinizi et al., 2007; Ajaikumar et al, 2005).

O conhecimento adquirido sobre o uso dos recursos vegetais nos
mostra, que as plantas foram os primeiros recursos terapéuticos utilizados pelo
homem (Maciel et al., 2002). Viegas Junior et al., (2006) vém confirmar isso
com estudos a partir das civilizagdes egipcia, greco-romana e chinesa, que
sdo ricas em exemplos de utilizacdo dos recursos naturais. Assim, fica claro
que o reino vegetal é responsavel pela maior contribuicdo em substancias uteis
ao tratamento de doengas que ocorrem em seres humanos (Gary et al., 2012;
Phillpson & Anderson; 1989).

Proliferam na literatura, varios exemplos de espécies vegetais que sao
utilizadas na medicina popular, como a hortelda — Mentha viridis , erva de sao
roberto — Garamium robertianum e erva cidreira — Melissa officinalis, avenca —
Adiantum capillus-veneris e dentre estas, também se pode citar membros da
familia Cactaceae, como: Pereskia aculeata — trepadeira-irm&o, Epiphyllum

phyllanthus - pitainha, Rhipsalis lindbergiana — cacto macarrdo, Rhipsalis
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floccosa — mandacaru do norte, Lepismium cruciforme - Cacto-rabo-de-rato,
Rhipsalis teres - rabo-de-rato, Opuntia monacantha - arrumbeva.

A espécie Cereus fernambucensis, (Cactaceae), conhecida
popularmente como manacaru, € largamente encontrada nas praias do
complexo lagunar Grussai-lquipari em Campos dos Goytacazes - RJ
(Assumpcéo, 2000). Considerada como planta nativa da regido de Campos dos
Goytacazes, o manacaru é conhecido popularmente pelo sabor adocicado do
seu fruto. E utilizado na medicina popular contra o vitiligo, que é uma doenca
autoimune caracterizada por zonas de despigmentacdo da pele, e além deste,
também é usado na eliminacéo de calculos renais (Oliveira et al., 2009).

Estudos sobre a composi¢cao quimica e a digestibilidade do manacaru
foram realizados por Araujo (2004); no entanto, poucos sao os estudos
encontrados na literatura sobre os frutos desta planta, que apesar de serem
encontrados em grandes quantidades de fevereiro a setembro, ndo séo
explorados comercialmente, ocorrendo seu desperdicio ou, entdo, sendo
utilizados, quando muito, na elaboragao de doces e geleias .

Relacionadas aos frutos da espécie Cereus fernambucensis (polpa e
casca), raras sao as pesquisas (Web of Science e Science Direct, 1980 a
2013). Dessa forma, o enfoque principal deste estudo estd baseado na
avaliacdo do perfil quimico do extrato a partir das cascas dos frutos, do
isolamento e da identificacdo de substancias, e na avaliagcdo da atividade
antioxidante dos extratos aquoso e metandlico.

Além de uma contribuigio no que se refere a ampliagdo do
conhecimento quimico da espécie buscou-se o conhecimento de algumas
caracteristicas fisicas e fisico-quimicas de frutos que sao indispensaveis para a
determinacdo do estagio de amadurecimento mais adequado para a colheita
desses produtos (Awad, 1993), este fato certamente propiciara uma maior

comercializagao dos frutos de manacaru.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo deste trabalho é isolar substancias presentes em extratos
polares dos frutos de Cereus fernambucensis (manacaru — Cactaceae), para a

possivel utilizagdo do mesmo como alimento funcional.

2.2 Objetivos Especificos

=Avaliar o perfil quimico dos extratos aquoso e metandlico por meio de
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE);

= Avaliar atividade antioxidante dos extratos e fracbes a partir da casca
dos frutos;

=Determinar os teores de taninos e fendis totais do extrato aquoso;
=Determinar os teores de Vitamina C da casca e da polpa do fruto;
=Determinar os teores de agucares presente na casca e na polpa do fruto;
= |solar e identificar os compostos ativos presentes nos frutos através de

técnicas cromatograficas e espectroscopicas.
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3 - REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 - Alimento Funcional:

A utilizacdo de fontes vegetais tornou-se um recurso terapéutico
alternativo de grande aceitagdo pela populagdo e vem crescendo junto a
comunidade médica, desde que sejam utilizadas espécies vegetais cujas
atividades bioldgicas tenham sido investigadas cientificamente, comprovando
sua eficacia e seguranca (Bafuelos et al., 2012; Kinghorn, et at. 2001).

Estima-se que 25% de todos os medicamentos modernos s&o derivados
diretos ou indiretos de plantas medicinais, nos paises em desenvolvimento esta
taxa alcanca 80%. Em alguns casos, com a terapia antitumoral e
antimicrobiana, 60% dos medicamentos disponiveis no mercado, € a maioria
dos que se encontram nas ultimas fases de ensaios clinicos, sdo provenientes
de plantas superiores (Guevara-Figueroa et al., 2010; Coqueiro, 2006).

Os alimentos funcionais fazem parte de uma nova concepg¢ao de
alimentos, e foram langados pelo Japao na década de 80 através de um
programa de governo. O objetivo deste programa era desenvolver alimentos
saudaveis para uma populagdo que envelhecia e apresentava uma grande
expectativa de vida (Colli,1998).

Todavia , alguns parametros devem ser levados em conta em relagao
aos alimentos funcionais. Para Borges (2001), eles devem exercer um efeito

metabdlico ou fisioldgico que contribua para a saude fisica e para a redugao do
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risco de desenvolvimento de doencas crénicas. Nesse sentido, devem fazer
parte da alimentacdo usual e proporcionar efeitos positivos, obtidos em
concentragado nao toxica e que exercam tais efeitos mesmo apds a suspensao
da ingestdo, e que nao se destinem a tratar ou curar doengas, estando seu
papel ligado a redugado do risco de contrair doencgas.

Os alimentos funcionais sao aqueles que de certa forma melhoram
alguma funcao fisioldgica do organismo (Diplock et al., 1999). O mercado esta
otimista em relacdo aos alimentos funcionais, haja vista o seu crescimento. O
desenvolvimento e comercializagdo dos alimentos funcionais pode ser, no
entanto, desafiador em comparagcdo com os alimentos que convencionalmente
tém uma imagem de saude. Alimentos convencionais sdo ditos 'saudaveis',
esses alimentos sao tipicamente apresentados de uma forma que contribuem
para uma dieta saudavel, por exemplo, baixo teor de gordura ou produtos ricos
em fibras. Em alimentos funcionais, as substancias sdo diretamente ligadas
aos efeitos fisioldgicos e aos beneficios para a saude (Bafiuelos, et al. 2012;
Nina & Liisa ,2004)

Segundo a International Food Information Council Foundation (IFIC,
2006), alguns exemplos de alimentos funcionais sdo: frutas, hortalicas, graos,
alimentos fortificados e também alguns suplementos alimentares. Os alimentos
funcionais vém sendo produzidos para que, possam regular algumas fungdes
do organismo humano, bem como a protegao contra algumas doengas. (Anjo,
2004).

O termo nutracéutico define uma ampla variedade de alimentos e
componentes alimenticios com apelos médico ou de saude. Sua agao varia do
suprimento de minerais e vitaminas essenciais até a protecdo contra varias
doengas infecciosas (Hungenholtz & Smid, 2002). Tais produtos podem
abranger nutrientes isolados, suplementos dietéticos e dietas para alimentos
geneticamente planejados, alimentos funcionais, produtos herbais e alimentos
processados, tais como, cereais, sopas e bebidas (Bafiuelos e Lin, 2010; Kwak
e Jukes, 2001).

A diferenciagado entre alimentos funcionais e nutracéuticos justifica-se
devido ao pouco conhecimento destes conceitos pela populagéo, bem como da
relagcado entre dieta e saude. Dispondo de maiores informacdes, tanto sobre o

efeito benéfico de determinados alimentos, como os maléficos causados pela
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exposicdo a inumeras substancias inerentes a vida moderna, as pessoas
poderdo conferir maior importancia aos alimentos, contendo substancias
benéficas a saude. A informagao contribui para uma maior aceitagao dos
alimentos funcionais, diferenciando-os dos nutracéuticos, os quais envolvem
todos os tipos de alimentos que possuem algum efeito médico e de saude
(Baruelos, et al., 2010; Moraes 2006).

A utilizacdo de recursos vegetais como fonte de alimentos que trazem
beneficios a saude acompanha a histéria da humanidade e, apesar do enorme
desenvolvimento da sintese quimica e grande potencial na biodiversidade
brasileira, sdo poucos os grupos trabalhando na area de caracterizagédo de
pigmentos, que fazem parte do metabolismo das plantas, a partir de frutos no
pais (Campos, 2008).

Em alguns povos a pouca proliferacdo de doengas chamou a atengao
para a sua dieta, como por exemplo, os esquimoés, com sua alimentagao rica
em 6mega 3 e 6 por causa do alto consumo de peixes e frutos do mar, tém
pouca incidéncia de problemas cardiacos, bem como os franceses
consumidores de vinho tinto, ja os chineses devido ao alto consumo de soja
que possuem fitoestrogénios, estes possuem poucos casos de céancer de
mama. Atribuido a uma alimentacédo diferenciada, esses paises sao grande
consumidores de frutas e verduras, que também resulta em uma reducédo do
risco de doencas coronarianas e de cancer, comprovada por dados
epidemioldgicos (Bernardes, 2010, Valente et al ., 2010).

Na década de 80, o consumo de frutas e hortalicas foi estimulado em
ambito global (Singh et al., 2003), por oferecerem efeitos metabdlicos ou
fisiologicos no organismo humano, além da atividade antioxidante. Relacionado
a toda essa protecdo pode-se considerar responsaveis por tal, alguns
pigmentos como os carotenoide, os flavonoides e além destes, as vitaminas
antioxidantes, os terpenoides, os esteroides entre outros como pode ser
observado na tabela 1 (Bernardes, 2010).

Os alimentos vegetais sdo fontes conhecidas de vitaminas, tais como a
vitamina C e o acido félico, carotenoides e fibras, e sao naturalmente livres de
gordura saturada e colesterol (Brat, George Bellamy, Du Chauffaut, Scalbert, &
Mennen, 2006). Além disso, esses alimentos contém concentragbes

significativas de polifendis, que sédo antioxidantes (Manach, et al. 2004). O alto
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consumo de frutos esta associado a uma incidéncia baixa de doencas

degenerativas, incluindo cancer, doengas cardiacas, inflamacao, artrite, do

declinio do sistema imunoldgico, disfungéo cerebral, e catarata (lris et al., 2011;
Shahidi, 2004; Di Matteo & Esposito, 2003; Kris-Etherton et al., 2002).

Compostos

Ativos

Efeitos

Fontes

Atividade antioxidante e

Frutas (melancia, maméo,

meldo, damasco, péssego),

Carotenoides anticancerigena (utero, | verduras (cenoura, espinafre,
prostata, seio, codlon, reto e | abdbora, brocolis, tomate,
pulmao). inhame, nabo).

Reducdo dos niveis de | Oleos vegetais, sementes,
Fitoesterois colesterol total e LDL-|nozes, algumas frutas e

colesterol. vegetais.

Detoxificagdo  do  figado, | Brocolis, couve-flor, repolho,

Glucosinolatos | atividade anticancerigena e | rabanete, palmito e
antimutagénica. alcaparra.

Acido fendlico

Atividade antioxidante.

Frutas (uva, morango, frutas
citricas),
vegetais (brécolis, repolho,

cenoura, berinjela,

salsa, pimenta, tomate,
agriao), cha.
Atividades antioxidante, | Frutas citricas, brécolis,
Flavonoides reducdo do risco de cancer e | couve, tomate, berinjela,
de doenca cardiovascular. soja, abobora, salsa, nozes,
cereja.
Inibicho do acumulo de | Leguminosas (principalmente
Isoflavonas estrogénio, redugdo  das | soja), legumes.
enzimas carcinogénicas.
Atividade antioxidante, | Uva, vinho tinto, morango,
Catequinas reducdo do risco de doenca | cha verde, cha preto, cacau.

cardiovascular.

Antocianinas

Atividade

protecao contra mutagénese.

antioxidante,

Frutas (amora, framboesa).
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Reducao do risco de cancer e | Peixes de agua fria, 6leo de
Omegad e de doencgas cardiovasculares, | canola, linhaga e nozes.

Omegab reducao da pressao arterial.

Frutas, verduras,
Oligossacarideos | Redugao do risco de cancer e | leguminosas, cereais,

Polissacarideos | dos niveis de colesterol integrais.

Regulacéo do transito | Raiz de chicéria, cebola,
intestinal e da presséao arterial, | alho, tomate, aspargo,
reducao do risco de cancer e | alcachofra, banana, cevada,
Prebidticos dos niveis de colesterol total e | cerveja, centeio, aveia, trigo,
triglicerideos, redugdo da | mel.

intolerancia a lactose.

Regulacéo do transito
Probidticos intestinal, reducéo do risco de | logurte, leite fermentado
cancer e dos niveis de
colesterol total

e triglicerideos, estimulo ao

sistema imunoldgico

Tabela1: Substancia ativa, efeitos fisioldgicos e principais fontes de alimentos

funcionais (Adaptado de Hutchenson, 1987)

Algumas espécies da familia Cactaceae (Opuntia ficus indica Cactus
pear, Opuntia monacantha Haw, O. albi-carpa, O. streptacantha), sao utilizadas
como alimentos, embora a producédo seja ainda emergente no pais,
concentrando-se em S&o Paulo, na regiao de Valinhos, e, de forma incipiente,
nos estados de Pernambuco e Paraiba. Do total produzido em Sao Paulo,
apenas uma pequena parte € destinada ao mercado interno, enquanto a maior
parcela € exportada para a Europa e Estados Unidos, onde existe o habito de
consumo destes frutos, considerados exéticos (Bafuelos et al 2012; Yahia et
al., 2011; Glass, 2005; Souza, 2005; Garcia & Valdez, 2003).

A valorizagdo dos frutos no mercado internacional abre perspectivas
para as variedades locais, ainda nao reconhecidas como fruticolas, tampouco
apreciadas pela populacdo urbana, face ao desconhecimento de suas

potencialidades (Alves, et al. 2008)
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3.2 - Cactaceae

A familia da Cactaceae estd adaptada as condigcbes de intenso
xerofitismo que sao os vegetais que desenvolvem uma estrutura especial para
se adaptar a condi¢gdes extremas, e caracterizam a paisagem vegetal das
regides mais secas da América Intertropical. As espécies desta familia sao
plantas suculentas com talos carnosos, rolicos ou aplanados. Algumas
variedades sem espinhos sdo usadas como forragem, e os frutos de algumas
espécies constituem um agradavel alimento (Silva, et al., 2009; Gola, 1965).

O Nordeste brasileiro destaca-se como um grande produtor de frutos
tropicais nativos e cultivados, em virtude de suas condigdes climaticas. A
fruticultura, nesta regido, constitui-se em atividade econdémica bastante
promissora, devido ao sabor e aroma exdtico de seus frutos e a sua enorme
diversificacao (Almeida et al., 2011).

A Caatinga no Brasil esta diretamente ligada a Cactaceae, os estudos
detalhados revelam que o endemismo e a distribuicdo indicam que a diferenca
encontrada nos campos rupestres € comparavel aquela encontrada na caatinga
(Taylor e Zappi, 2004). A distribuicdo da familia Cactaceae esta

essencialmente nas Américas, conforme a figura 1.

Figura 1: Distribuicdo geografica da familia Cactaceae (Fonte: Davet, 2005)

A biodiversidade e o endemismo acompanhado da diversidade e a
conservacao da mata atlantica tém especial importancia por ser este um bioma
prioritario em termos de amparo em nivel global (Mittermeier et al., 2000). O

Rio de Janeiro destaca-se dentro deste conjunto, considerado um dos maiores
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centros de endemismo do Brasil, e em razdo da exorbitante riqueza de grupos
da flora e fauna que se encontram nesta regido é importantissimo ser
preservada (Rocha et al., 2003).

Assim, no estado do Rio de Janeiro, encontra-se uma diversidade
significativa de espécies (45) subordinadas a 13 géneros de Cactaceae. Como
mostra a Figura 2, se destaca o género Rhipsalis como o mais representativo
com 23 espécies (53% do total de espécies), seguido dos géneros
Schlumbergera com cinco (13%), Lepismium e Pilosocereus com trés cada
(6%), Hatiora e Pereskia com duas cada (4%) e, por fim, Brasiliopuntia,
Cereus, Coleocephalocereus, Epiphyllum, Melocactus, Hylocereus e Opuntia

que contribuem com cerca de 2 % (Calvente et al., 2005).
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Melocactus
2%

Coleocephaloc Epiphyllum
ereus 2%
2%

Brasiliopuntia

2%
Pereskia
4%
Rhipsalis

Hatiora 53%
4%
Pilosocereus
6%

Lepismium
6%

Schlumbergera
13%

Figura 2: Riqueza dos géneros (%) de Cactaceae ocorrentes no estado do Rio
de Janeiro (Fonte: Calvente et al., 2005)

As espécies do género Cereus ocorrem desde a costa até o interior do
nordeste, sendo encontradas na Bahia, Piaui, Ceara, Rio Grande do Norte,
Paraiba, Alagoas, Sergipe, do nivel do mar as altitudes, e ja foram localizadas
em outros estados, até em areas umidas, como Santa Catarina em S&o Paulo,
e na regiao litoranea do Rio de Janeiro (Scheinvar, 1985).

Neste trabalho, a espécie escolhida para estudo foi Cereus
fernambucensis (figura 3), conhecida popularmente como manacaru, é
largamente encontrada em Restinga, floresta atlantica distribuida
geograficamente em quase todo territério nacional (RN, PB, PE, AL, SE, BA,
MG, ES e RJ). No Rio de Janeiro este cacto esta localizado de acordo com a
divisdo dos seguistes blocos: Norte Fluminense, Regido dos Lagos, Regiao
Metropolitana e Sul Fluminense (tabela 2), e mais especificamente nas praias
do complexo lagunar Grussai-lquipari em Campos dos Goytacazes — RJ.
Considerada como planta nativa da regido de Campos dos Goytacazes, o
manacaru € conhecido popularmente pelo sabor adocicado do seu fruto. Mais

especificamente, na regido Norte Fluminense do Estado do Rio de Janeiro
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foram registradas 31 ocorréncias distribuidas em 5 municipios ( tabela 3).

Tabela 2: Lista dos municipios do estado do Rio de Janeiro em que foram
registradas ocorréncias de Cereus fernambucensis (adaptado de Calvente et
al., 2005).

BLOCO MUNICIPIO

Norte Fluminense Bom Jesus do ltabapoana
Sé&o Jodo da Barra
Campos dos Goytacazes
Quissama

Macaé

Regiao dos Lagos Rio das Ostras
Casimiro de Abreu
Araruama

Buzios

Cabo Frio

Arraial do Cabo
Saquarema
Metropolitano Guapimirim

Magé

Nova Iguagu
Itaguai

Rio de Janeiro
Mangaratiba
Marica

Niteroi

Sul Fluminense Angra dos Reis
Parati

Tabela 3: Lista dos municipios do Norte Fluminense do Estado do Rio de
Janeiro em que foram registradas ocorréncias das espécies de Cactaceae
(adaptado de Calvente et al., 2005).
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BLOCO MUNICIPIO

ESPECIE

Bom Jesus do ltabapoana

Sao0 Joao da Barra

Campos dos Goytacazes

Quissama

Macaé

Norte Fluminense

Pereskia aculeata,
Epiphyllum phyllanthus,
Rhipsalis lindbergiana,

Rhipsalis floccosa,
Lepismium cruciforme,

Rhipsalis teres,
Opuntia monacantha,
Pereskia grandifolia,

Brasiliopuntia brasiliensis,
Melocactus violaceus,

Pilosocereus brasiliensis.

Segundo Rocha & Agra (2002), o fruto do manacaru (Figura 3) € uma

baga, ovoide, com aproximadamente 12 cm de comprimento, vermelho,

carnoso, de polpa branca, com inumeras sementes pretas e bem pequenas. O

tamanho do fruto do manacaru varia de 10-13 x 5-9 cm, sendo ovoide, sucosa;

epicarpos glabros, réseos a vermelho; polpa funicular, mucilaginosa, branca;

sementes pretas variando de 1,5 — 2,5 mm de comprimento (Almeida, et al.,
2011; Oliveira et al., 2009; Calvente et al., 2005; Leuenberger, 1991).
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Figura 1, Frutos de Mandacaru provenieates do vale do Curu (Fortaleza, 2007).

Figura 3: Fruto e flor de manacaru - Fonte: A: http://cariricaturas. blogspot. com
/ 2010 / 04 /| o- fruto- do- manacaru - por- ocorro . html; B:
ttp://www.flickr.com/photos/36947023@N02/5147310658/; C: http://www.flickr.
Com / photos / 36947023@N02/5147310658/; D: Leirson, 2009

3.2.1 - Propriedades biolégicas de Cactaceae

O uso de espécies da familia Cactaceae na medicina popular € pouco
difundido, as pesquisas relacionadas a mesma revelam, que as raizes e o
caule sao diuréticos e melhoram males do coragéo, ja a planta em um todo é
usada no combate ao escorbuto e nas infec¢gdes do aparelho respiratério -
bronquites, tosse, catarro (Davet, 2009).

O Cereus fernambucensis especificamente é utilizado na medicina
popular contra o vitiligo, que € uma doenga autoimune caracterizada por zonas
de despigmentacao da pele, e além deste, também é usado na eliminacéo de
calculos renais. No entanto, pesquisas realizadas demonstram que esta
espécie possui grande potencial antioxidante, além da inibicdo de NO por
macrdéfago indicando também potencial anti-inflamatério (Oliveira et al., 2009).

Segundo Andrade et al. (2006), a espécie Cereus jamacaru (mandacaru-
de-boi) é utilizada para processos inflamatérios ocasionados por diferentes
agentes, conforme figura 4. Outro trabalho cita a “estrela” do mandacaru (C.
Jamacaru) como de grande utilidade para tratar doengas renais (Andrade et al.,
2006). Agra et al., (1996) citam que em Cariris Velhos (PB), o uso
etnomedicinal, tanto do infuso quanto do decocto, a partir das raizes de C.
Jamacaru, ambos sao benéficos para o tratamento de problemas renais, e o

xarope para o tratamento de tosses, bronquites e ulceras.
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De acordo com Tan et al. (2005), a Pereskia bleo (rosa madeira) é
considerada uma espécie medicinal, com atividade anti-tumoral, anti-reumatica,
anti-ulcera e anti-inflamatéria em algumas regides da Malasia. Pesquisadores
malaios avaliaram seu extrato metandlico, e observaram significativa atividade
citotoxica sobre linhagens de células T-47D.

Costa et al. (2000), relatam que o extrato alcodlico de Pilosocereus
randifolia (xique-xique) mostrou uma significativa agcao analgésica. O extrato
etandlico também foi avaliado farmacologicamente, e apresentou indicios de
efeitos ansioliticos, e este dados foram confirmados por Pereira et al. (2005).
Esses autores relatam que em doses de 50 e 100mg/kg do extrato metandlico
foram capazes de provocar um efeito hipnético sedativo.

Mota (1997) pesquisando dois grupos indigenas no Sergipe, detectou
uma associagdo de espécie de Cerus sp. com algumas leguminosas, sob a
forma de chas, para febres. Além do uso do caule “macerado” de Cereus sp.

para problemas intestinais, febris e de constipacao (“intestino preso”).

Mandacaru-de-boi (Cersus jamacaru)

PLANTA /\
/

EnTE Rz ESPINHO
REMEDIO Cha Puro
Sifilis <~
Dor nos
Gripe rins
DOENGA
Inflamacéo nos dedos
Quentura das mavs vu dus pés
Coluna Problema por uma ponta de pau
na uretra Prablema ("estrepe”)

nos rins

Figura 4 Exemplo de uma Cactaceae, (Cereus jamacaru), € seu uso na
medicina popular nos municipios de Queimadas, Santa Luz, Sdo Domingos e
Canudos (Fonte: Andrade et al., 2006).
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3.2.2 - Constituintes quimicos
3.2.2.1 - Constituinte quimico de outras espécies

Alguns estudos sobre a composigao quimica e a digestibilidade in vitro
do C. jamacaru - mandacaru (fonte forrageira) foram realizados por Araujo
(2004), no entanto, poucos sao os estudos encontrados na literatura sobre os
frutos desta planta, apesar de serem encontrados em grandes quantidades de
fevereiro a setembro.

As espécies de Cactaceae naturais e exoéticas apresentam
biocompostos ativos, Anderson (2001), por exemplo cita a presenca de
betalainas e pigmentos naturais nitrogenados, e também trés substancias
verificadas com frequéncia para esta familia: hordenina, mescalina e
alofoforina, Figura 5. Segundo o mesmo autor, algumas espécies podem ter
mais de 50 diferentes tipos de alcaloides; com esqueleto compativel para

fenilaminas, além de triterpenos e diferentes minerais.

H3CO NH, cH, 0\
) A}
oo\
F :©/\/ HC N J\\ ’ = ©
H,CO |\ |

B

-

, Z SOocH,

&) C

Figura 5: Estrutura quimica (A) hordenina, ( B) mescalina, (C) alofoforina
(Fonte : Davet, 2005).

Trés tipos de biomineral sdo especialmente comuns e amplamente
distribuidos nessas fontes vegetais: oxalatos de calcio, carbonatos de calcio e
diéxidos de silicio (Figura 6) (Monje e Baran, 2004). Algumas plantas
superiores podem acumular concentragdes significativas de material inorgénico
e, isto é, comum para alguns membros da familia Cactaceae (Monje e Baran,
2002). Por exemplo, em 1938 uma espécie de cacto (Cactus senilis) foi descrita
como contendo cerca de 85% da sua massa seca constituida de oxalato de
calcio (Cheavin, 1938; Monje 2005;).

s
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Figura 6: Estrutura quimica: (A) oxalatos de caélcio, (B) carbonatos de caélcio e
(C) didxidos de silicio (Fonte: Monje, 2005).

A macromerina (Figura 7), isolada a partir da espécie vegetal
Coryphantha calipensis (Cactaceae), possui estrutura muito semelhante a

epinefrina, e ambas podem causar alucinagdes em animais (Davet, 2005).

OH OH

CH30©/H CH?,O
N—CH NH-CH
CHs0 ks CHs0

CHs

A B

Figura 7 : Estrutura quimica macromerina(A) e epinefrina(B) (Fonte: Davet,
2005

A espécie Opuntia ficus-indica variedade saboten makino (Cactaceae) é
amplamente usada em fabricagdo de alimentos, tais como, geleias, chas e
sucos. Seus frutos e caules tém sido tradicionalmente utilizados na medicina
popular, assim, o uso etnomedicinal desta espécie vegetal motivou os autores
a investigarem seus metabdlitos secundarios, e dentre eles se destaca o

isolamento do alcaloide, indicaxantina (Figura 8) (Park et al., 2007).
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HO

Figura 8: Estrutura quimica indicaxantina (Fonte: Grotewold, 2006)

Saleem et al. (2006) descreveram o isolamento de isoramnetina- 3-O-
(6”-O- E-feruloil) neo esperidosideo (6R) -9,10-di-hidroxi- 4,7-megastigmadieno-
3-ona-9-0O-B-D-gicopiranosido(2) e (6S) -9,10-di-hidréxi-4,7-megastigmadien-3-
1-9-O-B-D-glucopiranésido a partir de extrato de Opuntia ficus-indica (Figura 9)
(Khan et ai., 2005; Saleem et al. 2006).

HO HO
HO HO
HO.
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Figura 9: Estrutura (A) isoramnetina- 3-O-(6"-O- E-feruloil) neo esperidosideo,
(B) (6R) -9,10-di-hidroxi- 4,7-megastigmadieno-3-ona-9-0O-B-D-
gicopiranésido(2) e (C) (6S) -9,10-di-hidréxi-4,7-megastigmadien-3- 1-9-O-B-D-

glucopiranésido (Fonte: Saleem et al. 2006)

A espécie Opuntia monacantha Haw. (Cactaceae) é nativa do Brasil,
Argentina, Paraguai e Uruguai, e segundo Valente et al. (2010), em seus
estudos sobre Cactaceae brasileira verificaram que os cladddios desta fonte
vegetal possuem atividade antitumoral moderada, além de um baixo teor de
alcaloides. O Kaempferol e a isorhamnetina sdo exemplos de flavonoides
largamente isolados a partir das flores e frutos de Opuntia spp, (Valente et al.,
2010; Seyoum et al, 2006; Stintzing e Carle, 2005).

Kaempferol — R=H

Isorhamnetina — R= OCH3;

OH O
Figura 10: Estrutura quimica dos Ttlavonoides Isolados: Kaempferol e

isorhamnetin ( Fonte: Valente et al., 2010)

Estudos a partir das flores da espécie Opuntia ficus-indica revelam que
alguns metabdlitos secundarios tais como flavonoides glicosilados foram
isolados abundantemente a partir das cascas dos frutos, dentre eles estao :
Quercetina 3-O-rutinosideo , Kaempferol 3-O-rutinosideo , Quercetina-3-O-
glicosideo, Isorhamnetin 3-O-rubinobiosideo , Isorhamnetina 3-O-galactosideo
Isorhamnetin 3-O-glicosideo , Kaempferol 3-O-arabinosideo (Figura 11),
(Moussa-Ayoub 2011; Leo etal. 2010; Galati et al. 2002).

Rs=0OH R>= Rha(1-6)Glc Quercetina 3-O-rutinosideo
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Ri+=H R>=Rha91-6)Glc Kaempferol 3-O-rutinosideo

R+=0H R.=Glc Quercetina 3-O-glicosideo
R1=0CH3; R.=Rha(1-6)Gal Isorhamnetina 3-O-robinobiosideo
Rs=0CHjs R,=Gal Isorhamnetina 3-O-galactosideo
R1=0CH3s R2=Glc Isorhamnetina 3-O-glucosideo
R.=H R.=Ara Kaempferol 3-O-arabinosideo

Figura 11: Estrutura de flavonoides e radicais detectados em Opuntia ficus-
indica (Fonte: De Leo et al., 2010).

Para a espécie Hylocereus polyrhizus foram isolados, as trés principais
betacianinas mais usuais na industria de alimento (betanina, filocactina,
hilocerenina) (Figura 12), Moussa-Ayoub et al. (2011) obtiveram 70 % de
betacianinas em extrato metanolico, a partir da espécie Opuntia macrorhiza
(Stintzing et al. 2004; Kobayashi et al.2000; Harborne, 1994; Strack e Wray,
1989).

HO 7~

R = H, betanin, 1

R = H, betanina,

R = CO?CH,COOH, filocactina,
.
T
R= COéHz—(IZ—CHZ—COOH, hilocerenina
OH

Figura 12: estrutura quimica betanina, filocactina, hilocerenina ( Fonte:
Wybraniec et al. 2001)

A analise de Hylocereus ocamponis, Hylocereus undatus, e Hylocereus
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purpusii revelou perfis caracteristicos de betacianina com presenga mais
abundante das betanina e filocactina hilocerenin, além disso, duas betaxantinas
foram detectadas (c-aminobutirico-Bx, | e indicaxantina, Il), que ja foram
mencionadas em frutos de Opuntia ficus-indica por Stintzing et al. (2002), bem

como outros compostos (Figura 13) (Wybraniec et al. 2007).
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sinapoil 2’-(5”-0-E-Sinapoilapiosil)betanina

Figura 13: Estruturas quimicas de betacianinas encontradas em

Hylocereus cactos ( Fonte: Wybraniec et al. 2007).

As espécies Schlumbergera spec., Phyllocactus, Zygocactus;
Bachthaler, revelaram a presenca de varias betalainas, dentre elas se destaca
a betanidina 5-O-[(5”-O-E-feruloil)-2 '-O-B-D-apiofuranosil-6'-O-malonil]-B-D-
glicopiranoside (5”-O-E-feruloil-2'-O-B-D-apiosil- phillocactina) (Figura 14), cuja
estrutura foi completamente elucidada por Wybraniec et al. (2007).

O_+#
R CH,
H
OH
HO
H
malonil
malonil apiosil
apiosil furosil
malonil apiosil furosil
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R' = R? = H

HO
R! = W(malonyl); RZ=H
O 0]
0]
R' = malonyl; R? = {CH,OR® 71" (apiosyl); R® = H
O
OH OH
R' = H; R? = apiosyl; R® = (feruloyl)
HO

OCHs

R' = malonyl; R? = apiosyl; R® = feruloyl

Figura 14: Estrutura da betanidina 5-O-[(5”-O-E-feruloil)-2 '-O-B-D-

apiofuranosil-6'-O-malonil]-B-D-glicopiranoside (5”-O-E-feruloil-2'-O-B-D-apiosil-

phillocactina) e alguns radicais ( Fonte: Stintzing et al.2004).

3.2.2.2 - Constituinte quimico do género Cereus

A partir do género Cerus nao foram detectados muitos relatos na
literatura (Web of Science e Science Direct, 1980 a 2013).

Cereus fernambucensis, Opuntia dilenii e Pilocereus arrabidae também
apresentaram alcaloides feniletilaminicos (Davet 2005; Valente, 1998 ). Davet
(2005) mostrou que os extratos destas espécies de cacto ndo apresentaram
atividade antitumoral, como a danificagdao de DNA, e/ou a inibicao das enzimas
Topoisomerase | e Il de Saccharomyces cerevisiae. Entretanto, o extrato de P.
arrabidae apresentou 75 % de inibicdo apos 48 horas em teste in vitro para

atividade tripanomicida.

NH,

Figura 15: Estrutura quimica da feniletilaminicos
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3.2.3 — Flavonoides

Os flavonoides compdem uma ampla classe de substancias de origem
natural, cuja sintese ndo ocorre na espécie humana. Entretanto, tais compostos
possuem uma seérie de propriedades farmacoldgicas que os fazem atuar sobre
sistemas biolégicos. Consequentemente, muitas dessas propriedades atuam
de forma benéfica para a saude humana. Foram identificadas mais de quatro
mil substancias pertencentes ao grupo dos flavonoides (Peterson & Dwyer,
1998).

Os flavonoides foram identificados pela primeira vez em 1930, pelo Dr.
Szent Gyorgy. A partir da casca do limao, foi extraida a citrina, uma substancia
que possuia certa capacidade de regulacdo da permeabilidade dos capilares
(Moussa-Ayoub et al., 2011; Campos, 2008).

Apesar do termo flavonoide derivar do latim flavus, que significa
amarelo, observa-se que os grupos flavondis e flavonas sao incolores, e que a
classe das antocianinas possuei substancias que variam no seu espectro de
coloragéo do verde ao azul (José A. et al., 2010).

Sao constituintes essenciais, por conta da sua coloracio e odor e fazem
a comunicagao do vegetal com o ambiente, atraindo agentes polinizadores.
Tais substancias, ainda s&o reguladoras semelhantes as vitaminas
lipossoluveis, intervém no metabolismo celular e agem juntamente com
horménios regulando o crescimento do vegetal. Na fosforizacdo oxidativa
possuem um papel importante, interferindo na transferéncia de que ocorre no
cloroplasto e possuem um importante papel na fixagdo do nitrogénio (Meotti,
20006).

Os flavonoides desempenham diversas fun¢gdes nas plantas tais como:
protecao dos vegetais contra a incidéncia de raios ultravioleta (UV) e visivel,
além de protecao contra insetos, fungos, virus e bactérias, atracao de animais
com finalidade de polinizagdo, controle da acdo de horménios vegetais e
inibidores de enzimas. (Queiroz, 2012; Campos, 2008; Huang, et al., 2007).

Apesar dos homens associarem saude com alimentagdo rica em
vegetais e até a utilizagdo de ervas medicinais para tratamentos de algumas
doengas, sO recentemente suas propriedades bioquimicas e farmacoldgicas

comegaram a ser desvendadas, dentre elas destacam-se agdes como o
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sequestro de radicais livres (antioxidantes), anti-inflamatérias, anti-hepatoxica,
antialérgica, antitumoral, antiparasitaria, antimicrobiana, fungistatica,
antiviréticos (Huang, et al., 2007).

Os flavonoides sao acidos fracos e, como sdo compostos polares ou
moderadamente polares, sdo soluveis em etanol, metanol e butanol e
combinagdes de solventes com agua. Podem sofrer degradagdo em meio
alcalino na presenga de oxigénio. Apresentam intensa absor¢cdo no UV,
aproximadamente em 350 nm devido a presengca de ligagbes duplas
conjugadas com os aneis aromaticos (Harborne, 1994).

Os flavonoides (figura 16) possuem 15 atomos de carbono em seu
nucleo fundamental, constituido de dois anéis aromaticos (A e B) ligados por
uma cadeia de trés carbonos entre eles ( anel C). Sdo derivados das flavonas,
e nas plantas s&o encontrados com uma variedade de formas estruturais
arranjados na configuragdo C6- C3- C6, sendo biossintetizados a partir das
vias do acido chiquimico e do acido acético. (Coutinho, et al., 2009; Cazarolli,
et al. 2008; Pozzi, 2007).

Figura 16: Estrutura basica dos flavonoides (Fonte: Meotti, 2006).
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Figura17: Biossintese de flavonoides (Fonte: Meotti 2006).

O esqueleto carbdnico dos flavonoides resulta de rotas biossintéticas
mistas (Figura 17): a do acido chiquimico e a do acetato via acido mevalbnico
(Harborne, 1994). A chalcona sintase € a enzima que cataliza a formagao da
chalcona intermediaria basica C15, da qual todos os flavonoides s&o formados,
pela condensacao de trés moléculas de malonil-CoA com uma molécula de 4-
coumaroil-CoA, (C6-C3). O substrato éster da CoA do acido cindmico vem da
fenilalanina. A fenilalanina aménio liase canaliza o esqueleto C6-C3 da
fenilalanina via o acido frans-cindmico pelo metabolismo de fenilpropanoides. A
introducao da funcao hidroxi na posigao 4 do acido trans-cindmico é catalizada
pela cinamato 4-hidroxilase, fornecendo o 4-coumarato. O acido hidréxi-
cindmico € ativado para futuras reacdes, pela formagao de um éster da CoA (4-
coumaroil-CoA), substrato preferido pela chalcona sintase. O segundo
substrato da chalcona sintase, o malonil-CoA, é sintetizado a partir da acetil-
CoA e CO2. Através de subsequentes hidroxilagdes e redugdes, os vegetais

sintetizam as diferentes classes dos flavonoides (Ribani, 2006; Forkmann e
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Martens, 2001).

Podem ocorrer algumas modificagées estruturais levando a apresentar
propriedades distintas, embora estas substancias compartihem a mesma
estrutura primaria e, consequentemente, compartiihem algumas atividades
bioldégicas (Meotti, 2006; Havsteen, 2002).

A diversidade estrutural dos flavonoides pode ser atribuida ao nivel de
oxidacdo e as variagbes no esqueleto carbbnico basico, promovidas por
reacoes de alquilagao, glicosilacdo ou oligomerizagao. Os flavonoides podem
ser encontrados como agliconas ou sob a forma de glicosideos e/ou derivados
metilados e/ou acilados. As modificagcdes no anel central dessas substancias
levam a diferenciacdo em subclasses distintas, tais como: chalconas,
flavanonas, flavanonodis, flavonas, flavondis, isoflavonas, flavan-3-ols e
antocianidinas. As estruturas dos esqueletos basicos e as principais classes de
flavonoides sdo mostradas na tabela 4 (Coutinho, et al., 2009; Veitch, et al.,
2008; Simdes, et al., 2004; Havsteen, 2002).
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Tabela 4: Principais classes de flavonoides, descricdo de suas caracteristicas basicas e estrutura (Queiroz, 2012;

Coutinho, et Al., 2009; Veitch, et al., 2008; Peterson & Dwyer, 1998)

Classes Coloracao Exemplos Comentarios Estrutura
Antocianinas estédo
predominantemente em frutas e
flores e provavelmente foram os
primeiros flavondides a serem
Antocianinas isolados. Sao provenientes de
Azul, vermelha e Cianidina; pigmentos  florais,  conforme
violeta Delfinidina; indicam seus proprios nomes.
Peonidina. Sdo0 wusadas como pigmentos
naturais.
Catequina; Flavanas s&o encontradas em
Epicatequina | frutas e chas (verdes ou pretos).
Luteoforol, Biflavanas sdo encontradas em
Flavanas (mono, Procianidina. | frutas, lupulo, nozes e bebidas
bi e triflavans) Incolor Teaflavina como chas e agua de coco. O

sabor peculiar de algumas
bebidas, frutas, chas e vinhos &

devido, principalmente, a
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presenca das biflavanas.

Flavanonas Incolor para um Hesperidina; | Flavanonas sa&o encontradas
amarelo palido. Naringenina. | quase que exclusivamente em
frutas citricas.
Flavonas séo encontradas quase
que exclusivamente em frutas
Apigenina; citricas. Mas também em cereais,
Flavonas Amarelo palido Luteolina; frutas, ervas e vegetais.
Diosmetina; | Conferem o pigmento amarelo em
Tangeretina; | flores. Os compostos mais
Nobiletina comuns sao a apigenina e a
luteolina.
Os flavonois estdo presentes em
Quercetina; | diversas fontes, sendo
Flavonois Amarelo palido Rutina; predominantes em vegetais e
Mircetina; frutas. A quercetina é o principal
Kaenferol representante da classe.
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Isoflavonodes

Incolor

Daidzeina;

Genisteina.

Isoflavonoides sao encontrados
gquase que exclusivamente em

legumes, particularmente na soja.
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Os flavonoides podem contribuir para a qualidade das frutas de varias
maneiras, por exemplo, com os atributos sensoriais como a coloragéo e o sabor.
Também estdo envolvidos na formagdo de pigmentos indesejaveis em frutas
frescas apds corte como resultado da oxidacdo enzimatica dos fendlicos em
quinonas que polimerizam formando produtos marrons (Bernardes et al., 2010;
Ribani, 2006;).

Sé&o detectados em espécies vegetais principalmente na forma conjugada,
como glicosidios, pelo menos 8 monossacarideos diferentes ou combinagdes
desses (di ou trissacarideos) podem ligar-se aos diferentes grupos hidroxilas da
aglicona, resultando no grande numero de flavonoides conhecidos, cerca de mais
de 4000 substéncias (Ross e Kasum, 2002; Harborne, 1994).

Os efeitos bioquimicos e farmacolégicos dos flavonoides sdo muito vastos,
e se estendem a outras substancias aromaticas como os taninos e dos fendis em
geral (Huang, et al., 2007, Muzitano, et al., 2006).

3.2.4 - Taninos e Fenois totais

Os taninos sao classificados em dois grupos principais, cujas estruturas
sao muito diferentes entre si, embora todos tenham molécula poli-hidroxifendis ou
seus derivados. Os pertencentes ao primeiro grupo sdo denominados taninos
hidrolisaveis, que incluem os galotaninos e os elagitaninos, polimeros derivados

dos acidos galico e elagico (figura 18) (Degaspari et al., 2004).

HO

Figura 18: Estruturas de Taninos Hidrolisaveis: Galotanino e Elagitanino (Fonte:

Degaspari et al., 2004).

O outro tipo é denominado de tanino condensado, € sao encontrados em
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maior propor¢cao, e em maior importancia em alimentos. Apresentam uma
estrutura semelhante aos flavonoides, com coloragdo variando do vermelho ao
marrom, conforme a figura 19. A presengca em baixas concentragbes de taninos
em frutos confere-lhes caracteristicas sensoriais desejaveis, ditas como “o corpo
da fruta”. No entanto, concentracbes mais elevadas conferem aos frutos e outros
alimentos caracteristicas adstringentes (Degaspari et al., 2004).

Os taninos possuem um forte poder antioxidante, podendo atuar no

processo de estabilizacdo de radicais livres (Paiva et al., 2002).

Figura 19: Estrutura de tanino condensado Elagitanino ( Fonte: Degaspari et al.,
2004).

3.3. - Radicais livres X Antioxidante

Os Radicais Livres (RL) s&o espécies que possuem em sua estrutura
atbmica um ou mais elétrons desemparelhados. Essa configuragdo faz dos
radicais livres moléculas altamente instaveis, com meia-vida curtissima e
quimicamente muito reativas (Bernardes et al., 2010; Cerqueira et al., 2007).

Os antioxidantes sao substancias capazes de inibir ou retardar o processo
de oxidagdo no meio em que estdo inseridos. Os radicais livres podem ser
neutralizados pelos antioxidantes naturais ou compartilhados indiretamente nos
sistemas enzimaticos. Dentre os antioxidantes mais comuns estdo a vitamina C, o
acido urico, os carotendides, os compostos fendlicos, as betalainas, entre outros
(Hassanbaglou et al., 2012; Reis et al., 2011).

Estes podem ser naturais ou artificiais, o primeiro grupo encontra-se
principalmente em plantas na forma de compostos fendlicos (flavonoides, acidos e

alcoois, estilbenos, tocoferdis, tocotriendis), acido ascérbico e carotenoides. Para
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o grupo dos antioxidantes artificiais podem ser citados butil-hidroxi-tolueno (BHT),
butil-hidroxi-anisol (BHA) (figura 20) (Mariod, et al.; 2009; Ali, et al.; 2008; Fang e
Liu, 2002).

OH
CH;
C—CH;
CH;
0.
" CHj
BHA BHT

Figura 20 : Estrutura dos antioxidantes artificiais BHA e BHT (Fonte: Bernardes et
al., 2010)

Os principais radicais livres observados sao superoxido (O-), a hidroxila
(OHe), o hidroperéxido (HOz¢), o 6xido nitrico (NOe¢) e o dioxido de nitrogénio
(NO2*). Em meio aos dois primeiros o radical hidroxila é o mais reativo na indugao
de lesbes nas moléculas celulares, ja o peréxido de hidrogénio por atravessar a
membrana nuclear (Reis et al., 2011; Soares, 2002; Anderson, 2000).

A agao dos radicais livres provoca a oxidagao nos sistemas bioldgicos, elas
podem ser geradas por fontes endogenas, que se originam de processos
biolégicos que ocorrem no organismo, a partir das fontes exdégenas como, o
tabaco, a poluicdo do ar, os solventes organicos, os anestésicos, os pesticidas e
as radiacoes (Iris et al., 2011; Soares, 2002).

Espécies reativas de oxigénio (EROS) sdo danosas e muito reativas
quando produzidas in vivo, como anion superoxido, radical hidroxila e perdxido de
hidrogénio. Estes sao ininterruptamente produzidos no corpo humano, para o
gasto energético, desintoxicacao, sinalizagcdo quimica, e fungao imunoldgica (Al
et al., 2008; Scheneider e Oliveira, 2004). A produgdo de espécie reativa em
excesso induzida por uma falha no mecanismo de defesa ou exposicao a
substancias oxidativas, devido ao dano na estrutura das células, DNA, lipidios e
proteinas pode aumentar em até trinta doencas diferentes (Ali et al., 2008). Além

de dos processos biologicos havera a formacdo de uma variedade de radicais
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livres (Soares, 2002; Erenel et al., 1993),

As fontes vegetais tém sido foco de interesse como antioxidante e cada vez
mais espécies de Cactaceae vém demonstrando essa atividade) por eliminagao
dos radicais de oxigénio e da inibicdo de peroxidacéo (Braca et al,2003).

Algumas espécies da familia Cactaceae se destacam quanto ao poder no
sequestro de radicais livres ou antioxidante, como a Opuntia monacantha (Ligia et
al.,, 2010). Iris et al., (2011) também demonstraram que as espécies de cactos
como a Lepismium lorentzianum, Lepismium lumbricéides, Rhipsalis floccosa,
Pfeiffera ianthothele com excelentes potenciais de sequestro de radicais Livres,
assim como o manacaru (C. fernambucensis), que além de possuir um alto
potencial antioxidante, também apresentam a propriedade de inibir a producéo de
NO por macréfagos estimulados. Estes resultados indicam um possivel potencial
anti-inflamatério para este fruto (Oliveira et al., 2009).

Muitos vegetais sao reconhecidos como fontes de compostos
antioxidantes, principalmente porque elas contém flavonoides, acidos fendlicos,
cumarinas e outros micronutrientes antioxidantes. Tais compostos sdo de alto
interesse por causa da sua origem natural e sua habilidade de agir com eficiéncia
contra radicais livres (Reis, 2011; Langley-Evans, 2000).

Entre os compostos fendlicos que ocorrem naturalmente, flavonoides
ganharam um interesse particular por causa de suas atividades farmacoldgicas
(Medina-Torres et al.,, 2011; Braca et al,2003; Di Carlo et al., 1999). Os efeitos
terapéuticos de muitos medicamentos tradicionais podem ser atribuidos a
presenca de flavonoides .( Hanasaki et al., 1994).

A atividade antioxidante dos flavonoides foi atribuida, devido a sua
habilidade para doar elétrons (Fernandez-Lopez, et al., 2010). Estes podem
prevenir danos causados pelos radicais livres através de diferentes reacgodes
(Wojcik,et al., 2010; Fernandez-Lopez, et al., 2010):

* Por inibicdo da acdo das enzimas responsaveis pela produgao do anion

superoxido, como a xantina oxidase e a proteina quinase C;

* Por quelagdo de metais vestigiais que tém um papel importante no
metabolismo do oxigénio. O iom ferro e o cobre sao possiveis
potenciadores da formagdo de espécies reativas de oxigénio, como por
exemplo pela redugédo de peroxido de hidrogénio que da origem a radicais

hidroxido altamente agressivos:
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H.O, + Fe*+ (Cu+) eOH + OH- + Fe’+ (Cu?+)

Por reacado direta com radicais livres. Os flavonoides sdo oxidados por
radicais, resultando em radical mais estavel e menos reativo, os
flavonoides estabilizam as espécies reativas de oxigénio reagindo com o
composto reativo do radical:

Flavonoide (OH) + Re Flavonoide (Oe) + RH
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4. MATERIAIS E METODOS

Os experimentos relacionados a parte quimica foram realizados no
Laboratério de Tecnologia de Alimentos (LTA) do Centro de Ciéncias e
Tecnologias Agropecuarias (CCTA / UENF), contou-se com a colaboragdo do
Laboratério de Quimica (LQUI) na pessoa do Prof°. Dr. Rodrigo Rodrigues, do
Centro de Ciéncias e Tecnologias (CCT), da Universidade Estadual do Norte

Fluminense Darcy Ribeiro (UENF), Campos dos Goytacazes, RJ.

4.1) Materiais, vidrarias, reagentes e equipamentos do Ensaio Fitoquimico
4.1.1) Regentes e Solventes
» Acetato de etila P.A. (LabSynth);
* Hexano P.A. (LabSynth);
» Butanol P.A. (LabSynth);
* Metanol P.A. (LabSynth);
» Cloroférmio P.A. (LabSynth);
* Diclorometano P.A. (LabSynth);
+ Acido sulfurico P.A. (LabSynth);
 Acido acético (LabSynth);
« Alcool etilico (LabSynth);.
* Metanol deuterado, Cambridge Isotope Laboratories, INC;
* Cloroférmio deuterado, Cambridge Isotope Laboratories, INC;
 DMSO deuterado, Cambridge Isotope Laboratories, INC;
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Silica gel 60 (0,063-0,200 mm), Merck Darmstadt (Para a cromatografia
em coluna);

Cromatofolhas de Aluminio 20x20 cm com gel de silica 60 F254 Merck;
Vanilina (Vetec);

Nitrato de bismuto (Vetec);

NP/PEG (Natural Product Reagente).

4.1.2) Equipamentos

Espectrémetro de Massas acoplado ao Cromatdgrafo Gasoso, Modelo

CG/EM-QP-5050, SHIMADZU;

Brucker 400 MHz do Centro Nacional de Ressonancia Magnética Nuclear
Jiri Jones;

Evaporador Rotativo Modelo R-114, Buchi;

Camara com Lampada Ultravioleta (254 nm e 365 nm), Adamo;

Balanga Analitica Modelo AY 220, Shimadzu;

Ultrassom Modelo USC 1450, Ultrasonic Cleaner;

Estufa de secagem modelo A-HT, Fanem;

Placa de aquecimento Modelo 752 A, Fisaton.;

Cromatografia Liquida de Alta eficiéncia — CLAE, Shimadzu Class, modelo
LC-I0, com duas bombas LC10AT, (detector por varredura de espectro ao
ultravioleta por arranjo de fotodiodos SPD-M10A) e injetor Rheodyne 7725i
com volume de injecéo de 20 Mi;

Pipetador Automatico 100-1000uL, Maxipette Micropipette;

Pipetador Automatico 10-100uL, Maxipette Micropipette;

Liofizilizador Modelo 113, Thermo Savant. (acoplado a bomba VLP 200).

4.1.3) Vidrarias e materiais

Colunas cromatograficas de vidro (comprimentos e didmetros variados);

Erlenmeyer;

Bécher;

Funil de separacéo;
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Funil com haste longa;

Pipetas volumétricas e graduadas;
Ponteiras;

Baldo de fundo redondo;

Pera de succéo;

Papel filtro;

Tubo de RMN, Wilmad/Labglass.

4.2 Coleta de Material Vegetal e Identificacao Botanica

O material vegetal foi coletado no complexo lagamar Grussai-lquipari em
Campos dos Goytacazes — RJ ( entre as coordenadas 21°42'S e 21°48’S de
latitude e 41°02’E e 41°03’'W de longitude) nos periodos de frutificagao, os quais
correspondem aos meses de dezembro a fevereiro de 2011. A exsicata foi
depositada no Herbario da Universidade Estadual do Norte Fluminense Darcy
Ribeiro (UENF).

4.3 Parte Quimica: Aspectos Experimentais Gerais

Todas as amostras foram em principio avaliadas por Cromatografia em
Camada Delgada (CCD), a qual se constitui em uma técnica rapida e de baixo
custo para uma analise qualitativa e semiquantitativa. Neste método
cromatografico, o solvente ou a mistura dos solventes a serem utilizados como
fase moével devem ser cuidadosamente selecionados, pois terdo papel
fundamental na separacédo de misturas (Luna, 2006).

Foram usadas para analise e para a separagcao das substancias placas
cromatograficas de silica gel 60 Fzss em aluminio, espessura 0,2 mm da MERCK
(20X20 cm). Estas foram cortadas com 4 cm de comprimento e as aplicacbes das
amostras feitas a cerca de 0,7 cm acima da borda inferior da placa e 0,5 cm de
distancia das bordas laterais para a realizagdo da Cromatografia em Camada
Delgada (CCD). Para a separagédo, a fase moével ultilizada foi butanol: acido
acético: agua (8:1: 1) (Mabry et al.,1970).

Apds o desenvolvimento da cromatografia € requerido o uso de reveladores
quimicos e fisicos. Como as placas cromatograficas se encontravam pré-
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impregnadas com material fluorescente, foram reveladas com lampada de UV em
comprimentos de onda de 254 e 350 nm (método fisico) e também foram
reveladas com a solucdo acida de sulfato cérico, um revelador quimico preparado
com acido sulfurico e agua (método quimico). Depois de preparado, o sulfato
cérico é aplicado na placa cromatografica e, em seguida, a placa € aquecida
(Sabudak et al., 2005).

Decorrida a analise por CCD, a amostra que ofereceu manchas de
interesse foi fracionada por cromatografia em coluna para purificagdo. Desta
forma, o sumo foi perticionado e as fragdes oriundas foram acompanhadas por
CCD seguindo o protocolo descrito acima. As silicas para a montagem das
colunas para a cromatografia empregadas foram:

» Silica para cromatografia de fase inversa RP-2. Consiste em uma fase
estacionaria ndo-polar e a fase movel relativamente polar, o oposto do que
ocorre no sistema cromatografico de fase normal, no qual a fase
estacionaria € altamente polar, suportada em particulas de silica, e a fase
movel é relativamente ndo-polar (Skoog et al., 2002);

= Silica para a cromatografia de exclusdo por tamanho. O gel de dextrana
utilizado foi a Sephadex LH-20, a qual consiste de particulas pequenas (~
10 um) de silica ou de polimero contendo uma rede de poros uniformes
nos quais moléculas do soluto e do solvente podem se difundir. Assim,
moléculas maiores do que o tamanho médio dos poros da fase estacionaria
sao excluidas e essencialmente nao sofrem retencéo, sendo as primeiras a
serem eluidas. Ja as moléculas com didmetro menor que dos poros podem
penetrar pelo emaranhado de poros e ficar retidas por tempos maiores,
sendo as ultimas a serem eluidas (Skoog et al., 2002).

Além desta, outras técnicas cromatograficas foram empregadas, como a
Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE), a fim de se avaliar e estabelecer
o perfil quimico. Esta € uma técnica valiosa, pois apresenta alta sensibilidade,
resposta rapida aos solutos dependendo do detector utilizado, com resposta
dependente da fase modvel, informagao qualitativa do pico desejado entre outros
fatores (Baggio e Bragagnolo, 2004).

As analises foram realizadas no equipamento Shimadzu Class, modelo LC-
10, com duas bombas LC10AT, sendo a detecgao feita nos comprimentos de onda
fixos de 254 nm e 332 nm (detector por varredura de espectro ao ultravioleta por

arranjo de fotodiodos SPD-M10A) e injetor Rheodyne 7725i com volume de
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injecdo de 20 pL. Utilizou-se a coluna RP-18 da Macherey-Nagel (5um, 4,0 x
250mm). O sistema de solvente usado foi agua acidificada com acido fosférico
(pH 3,2) e acetonitrila, sendo a eluicdo gradiente, conforme ilustrado na tabela 5,
com fluxo de 1 ml/min. As amostras foram preparadas na concentracdo de 5

mg/ml (p/v).

Tabela 5: Sistema de gradiente utilizado para realizacdo de CLAE.

_ Concentragao de A Concentragao de B
Tempo (min) )
Agua Acidificada (pH 3,2) Acetonitrila
0 100 0
5 85 15
10 80 20
15 70 30
20 60 40
25 59 41
30 58 42
35 50 50
40 100 0

Para a identificacado e caracterizagcao da substancia isolada foram usados os
métodos espectroscopicos como a Ressonancia Magnética Nuclear (RMN) de 'H
e °C, além das técnicas bidimensionais como COSY 'H -'H, HMQC e HMBC,
sendo a amostra solubilizada em dimetilsulféxido deuterado (DMSO-ds). O
equipamento utilizado para as analises foi:

 Varian 400 MHz, do LAMAR - NPPN/ UFRJ (Laboratério de Analises
Multiusuarios por RMN);
* Brucker 400 MHz do Centro Nacional de Ressonancia Magnética Nuclear

Jiri Jones (Departamento de Bioquimica - UFRJ).
4.3.1 Preparo do Extrato Aquoso e Fragoes

Para o preparo do extrato aquoso, da casca do fruto de Cereus
fernambucensis foram limpos, lavados com agua destilada e separadas as suas
partes (casca, semente e polpa). A casca foi separada da polpa e submetida a

extracdo com agua, originando o extrato (EMA).
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O extrato foi preparado na propor¢édo de 75% (p/v), em liquidificador
comercial, sendo depois centrifugado e liofilizado. Uma parte do extrato foi
submetida a uma precipitacdo com etanol (1:1) e, em seguida, realizou-se uma
extragdo liquido-liquido a partir do sobrenadante (EMAS), oriundo do extrato da
casca dos frutos com solventes em ordem crescente de polaridade, originando as
seguintes fragdes: hexano (FH), acetato de etila (FAcEt), butanol (FB) e residuo
(Figura 21).

CASCA
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m=20g
e ——— _ [ ESTRAIO
77 aa ar. { AQUOSO-
' AF,ccp |' _EMA
\ ’ / m=250ML
- N T. A. i
s ~ ~ - - e .
/ \ SN — . ——=—rsfqpipitacéo etandlica (1:1)
I AA, m=425ML  }—— w= 549206 | — — -
' CCD | M=125934
AN - e
V.
Extragao liquido-liquido
FH )
m = 496mg FD FACEt B Residuo
J m = 311mg m = 2,6549¢g [ m = 6,5882¢g ] m = 2.5433 g J
, e ’ ~ N
( ccD \l
\ CLAE /
~N_ 7

PPT= precipitado, SM = Sobrenadante, CCD= Cromatografia em Camada Delgada , CLAE= Cromatografia
Liquida de Alta Eficiéncia, FH- Fragdo Hexanica, FD= Fragado Diclorometano, FAcEt= Fragédo Etandlica, FB=
Fracdo Butandlica, AA = Atividade Antioxidante, T.A. = Teor de Agucar, AT= Analise de Taninos. AF= Analise

de Fenois totais

Figura 21: Esquema da obtengao do extrato aquoso e fragdes a partir da casca de

Cereus fernambucensis

A fracao FB foi selecionada para as purificagdes e outros ensaios por ser a

que apresentou substancias mais polares, como as moléculas fendlicas.

61



4.3.2 Preparo do Extrato Metandlico

Os frutos foram limpos, e separados das cascas, da semente. As cascas
foram submetidas as extracdo exaustiva, por maceragao estatica com metanol
(figura 22), esse extrato foi evaporado a 35°C em banho-maria ao abrigo da luz
(Oliveira, 2005).

FRUTO DO
MANACARU

MACERAGAO ESTATICA
METANOLICA

FRUTO
MANACARU
33,99

SEMENTE
S E POLPA

J

RATO

AN
MET/?;\Jguco AA AT,
’ AF,CCD,
CLAE

CCD= Cromatografia em Camada Delgada , CLAE= Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, AA = Atividade

Antioxidante, AT= Analise de Taninos. AF= Andlise de Fendis totais

Figura 22: Esquema da obtencédo do extrato metandlico a partir das cascas de

Cereus fernambucensis.

4.3.3 Fracionamento, Isolamento e Identificacdao de Substancias do Extrato

Aquoso
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Apos o preparo e a obtencao, o extrato foi submetido a uma extragao
liquido-liquido originando 5 fracbes, exemplificados no item 4.3.1, a fracao
butandlica (FB), foi cromatografada em coluna aberta de fase inversa RP-2, a
Tabela 6 apresenta a fase mdvel empregada na coluna cromatografica até a

obtencdo das subfracoes.

Tabela 6: Sistema de solventes utilizado na cromatografia em coluna aberta

aplicado nas fragdes.

Concentragao de A

Agua Metanol
100 0
70 30
50 50
30 70
0 100

A figura 23 mostra o esquema de fracionamento em Coluna Aberta da
fragcdo FB, em que subfragdes foram reunidas de acordo com o perfil observado
nas placas em CCD. O primeiro processo commatografico foi por RP2, obtendo-
se entdo 3 conjuntos, sendo a B3 o que apresentou melhor estado de purificagao,
e posteriormente foi submetido aos ensaios cromatograficos, e a uma Coluna
Aberta em gel de Sephadex LH-20. Trés subfragbes,foram originadas deste
procedimento no qual por meio dos ensaios cromatograficos, verificou-se que a
subfragdo M1 apresentou os melhores resultados.

M1 foi submetida a outra Coluna Aberta em gel de Sephadex LH-20,
originando 2 outras subfracdes( M1A, e M1B), M1B foi submetida a uma particdo
com THF ( tetrahidrofurano), resultando em um sobrenadante (BS) e um
Precipitado (BP). O sobrenadante ( BS ) foi cromatografado em Coluna Aberta
(RP2), na qual foram obtidas varias fragcdes e reunidas de acordo com as
caracteristicas semelhantes entre si na placa de CCD semelhante.

O conjunto (BS1) apresentou os melhores resultados e posteriormente foi
submetido a uma Coluna de Gel de Sephadex LH-20 originando 3 Subfragdes:
(S1A), (S1B) e (S1C). Foram realizadas as analises por CLAE para detectar sua

pureza e posteriormente as analises por RMN.
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CCD= Cromatografia em Camada Delgada ,

CLAE= Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia,
FB= Fragdo Butandlica,

Figura 23: Esquema do fracionamento e purificagao do extrato aquoso.
4.4. Atividade Antioxidante

O extrato aquoso e as fragbes obtidas a partir do mesmo (EMA, SM, FH,
FAcEt, FB) foram submetidos a avaliagdo quanto a atividade antioxidante pelo
método fotocolorimétrico do radical livre estavel 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH
—0,1mM).

A capacidade de sequestrar radicais livres em relagdo ao radical estavel
2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) foi inicialmente escolhida por se tratar de uma
metodologia simples, rapida e sensivel. As substancias antioxidantes presentes
nas amostras reagem com o DPPH, que é um radical estavel, e converte-o em
2,2-difenil-1-picril-hidrazina. Quando uma solu¢cdo de DPPH é misturada com uma
substancia que pode doar um atomo de hidrogénio, a forma reduzida do radical

gerado é acompanhada de perda de cor (Ali et al., 2009; Amié et al., 2003). Desta

forma, o grau de descoloracgao indica o potencial antioxidante da amostra (Figura
24).

0,N NO,
FIOH
H + FIO
.N\ | /
N
* NO,
lavondide)

DPPH (Amarelo)  Flavondide
(Radical)

Figura 24: Representacdo da reagdao do radical DPPH com um antioxidante

(Flavonoide).
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Este método consiste na adicdo de 1 mL do extrato em concentragcdes que
variam de 0,1 - 1000 uyg/mL, em 1 mL de uma solugdo metandlica de DPPH (0,1
mM), sendo a reagao processada em 1h a temperatura ambiente. Imediatamente,
a absorc¢ao do DPPH foi verificada em 515 nm em um espectrofotdmetro UV-Vis.

A atividade sequestrante de radicais livres de cada amostra foi expressa
pela relagcdo da absor¢ao de DPPH, baseado na solugédo de DPPH ausente do
extrato (controle negativo) e uma solugdo de um padrao de substancia aromatica
(controle positivo), o 2,6-di-(tert-butil)-4-metilfenol (BHT). Apds, o percentual
sequestrador (PS%) de radicais livres foi calculado (Koleva et al., 2002). A
capacidade de sequestrar radicais livres foi expressa como percentual de inibicao
da oxidacao do radical e foi calculada mediante a seguinte formula (Yen & Duh,
1994):

% de InlbIQéO = ((ADPPH - AExtr)/ADPPH)*100

Onde Aprrn € a absorbancia da solugdo de DPPH e Aex € a absorbancia

da amostra em solucgao.

4.5. Avaliagcao e Dosagem do Teor de Taninos e Fendis Totais

4.5.1 Método para Dosagem de Taninos Hidrolisaveis

Na determinacdo de taninos hidrolisaveis (Figura 25), extrato aquoso e o
extrato metandlico da casca do fruto do manacaru-Cerus fernambucensis (500
mg) foram macerados com 4 por¢des de 5 ml de solugdo de acetona/ agua (7:3).
As porgdes foram unidas em baldo volumétrico e o volume completado para 25
ml. Uma aliquota de 1 mL da amostra foi hidrolisada com 5 ml de acido sulfurico
1 M (H.SO.) e aquecida em banho-maria a 95°C por 24 horas. Apos este
processo, foi resfriada em temperatura ambiente, avolumada para 10 ml e reagiu
com solugado de rodanina (C3HsNOS;) e hidréxido de potassio 0,5M (KOH). As
amostras foram analisadas em triplicata e as positivas desenvolveram coloragao
vermelho-résea. A leitura de absorbancia foi feita a 520 nm depois de 5 a 10

minutos (Moreira, 2000) e os resultados foram expressos em porcentagem (p/v).

4.5.2 Método para Dosagem de Taninos Condensados
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Na determinagao de taninos condensados (Figura 25), o extrato aquoso € o
extrato metandlico da casca do fruto do manacaru-Cerus fernambucensis (500
mg) foram macerados com 4 por¢des de 5 ml de solugdo de acetona/ agua (7:3).
As porcdes foram unidas em baldo volumétrico e o volume completado para 25
ml. Prosseguindo, para 1 mL de amostra foram adicionados 4mL de solucédo de
butanol (BuOH) em &acido cloridrico 5% (HCI) e aqueceu-se em banho-maria a
95°C por 2 horas. As amostras positivas desenvolveram coloracdo vermelha ou
violeta e a absorbancia das amostras foi feita a 540 nm apdés 5 a 10 minutos

(Moreira, 2000), sendo os resultados expressos em porcentagem (p/v).

4.5.3 Método para Determinagao de Fendis Totais

Para a determinacao do teor de fenois totais (Figura 25), extrato aquoso e
o extrato metandlico da casca do fruto do manacaru-Cerus fernambucensis (500
mg) foram macerados com 4 por¢des de 5 ml de solugdo de acetona/ agua (7:3).
As porcdes foram unidas em baldo volumétrico e o volume completado para 25
ml. Usou-se o método de Folin-Denis, o qual envolve a redugao do reagente pelos
compostos fenolicos das amostras com concomitante formagdo de um complexo
azul (Moreira, 2000; Swain & Hillls, 1959).

Adicionou-se 0,5 mL do reagente de Folin-Denis em 0,5 mL da amostra e
3 mL de agua destilada e avolumou-se para 10mL. Apds 1 hora, 1 mL da solugao
de carbonato de calcio saturada (Na.COg) foi adicionada. A leitura foi realizada
em espectrofotdmetro a 760nm e os resultados foram expressos em mg/mL. A

quantidade total de fendis de cada extrato foi quantificada por meio de uma curva

padrao preparada com ido tAnica (Mareirs ll.
EXTRATO METANOLICO ( EMM) ,

O espectro EXTRATO AQUOSO (EMA) A UV-VIS Shimadzu Mini 1240

para todas as amostras & 1000s 05 expermentos toram realizados em triplicata.
Acetona:agua (7:3)
FRACAO
ACETONA : AGUA
H2S04 ¢ . .
KON @1 an— Na2WOs4. 2H20; H3PO4; Na2COs3
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Figura 25: Fluxograma representativo para a dosagem de taninos e fendis totais
extrato aquoso e o extrato metandlico da casca do fruto do manacaru-Cerus

fernambucensis.

4.6. Avaliacao e Dosagem do Teor de vitamina C

Os teores de acido L-ascorbico foram determinados por meio de titulagao
com 2,6 dicloroindofenol (Cuniff, 1998), substituindo o acido metafosférico por
acido oxalico 1%, conforme (Souza, 2004; Nogueira et al, 2002).

Este método baseia-se na reducdo do 2,6-dicloroindofenol (2,6D), de cor
roxa, pelo acido L-ascdorbico em meio acido, tornando-se incolor. O ponto final de
titulagao é foi verificado quando todo o acido ascoérbico presente foi oxidado e a
solugcdo 2,6D, ndo reduzida, confere coloragdo rosada a solugdo. O mesmo
procedimento foi repetido para o ensaio em branco, substituindo a solugao
padrdo de vitamina C, por agua destilada. O valor médio das titulagdes com
solucdo padrao, subtraido do branco foi o titulo da solugéo 2,6D. O resultado foi
expresso em mg/100g de amostra para a fruta in natura e mg/100mL para os
sucos(Souza, 2004; Nogueira et al, 2002).

4.7. Avaliagao e Dosagem do Teor de agucar

A analise do teor de acgucar foi feita com 1g de casca e polpa fresca que
passaram pelo processo de maceragdo em 10mL de agua Milli-Q, a qual foi
centrifugada por 10 minutos, filtrada e injetada em cromatégrafo liquido com
indice de refracdo usando coluna coluna Phenomenex Rezex RCM (300 X 7,8
mm) mantida a temperatura de 60°C; volume de injecdo de 20 pl; detector de
indice de refragcao RI YL9170; fase mével H,O e fluxo de 0,6 ml/min.

Para a quantificacdo dos agucares nos extratos foi realizada uma curva

padrao em diferentes concentragdes (area do pico X massa em mg) utilizando-se
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uma amostra pura de glicose (Tabela 7; Figura: 26). A partir desta curva, as

amostras serao quantificadas quanto ao teor de glicose e frutose.

Tabela 7: Dados de massa (em mg/ml) injetada de glicose e as respectivas

areas obtidas.

Massa de glicose injetada (em
mg/ml) Area correspondente ao pico
150 4814167
100 3290212
50 1656512
25 820930
10 330247
5 165123
2,5 82561,5
0 0

Figura 26: Grafico da area do pico X massa (em mg/ml) injetada de glicose

obtido a partir dos valores apresentados na Tabela 7.
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Para a quantificacdo dos acucares nos extratos foi realizada uma curva
padrdo (area do pico X massa em mg/ml) utilizando-se uma amostra pura de

frutose, (Tabela 8; Figura: 27).
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Tabela 8: Dados de massa (em mg/ml) injetada de frutose e as respectivas
areas obtidas. A partir desta curva, as amostras serdo quantificadas quanto ao
teor de frutose.

Massa de frutose injetada (em
mg/ml) Area correspondente ao pico
200 6316649
150 4743410
100 3143163
50 1596515
25 788991
10 326040
5 165123
2,5 82561,5
0 0

Figura 27: Grafico da area do pico X massa (em pg) injetada de frutose

obtido a partir dos valores apresentados na Tabela 8.
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4.8 Resumo das atividades desenvolvidas
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FRUTO DO MANACARU

CCD= Cromatografia em Camada Delgada , CLAE= Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, AA = Atividade
Antioxidante, AT= Analise de Taninos. AF= Anadlise de Fendis totais

Figura 28 : Resumo do extrato aquoso e metandlico.

5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Substancia isolada RD01

A CCD mostra duas manchas com Rf muito proximas, mostrada na figura
29, e possui Rf de 0,54(RD01) e Rf:0,48(RD02). Estas manchas quando
submetidas a revelagdo com sulfato cérico sob luz UV (332 nm) apresentam
coloragdo azul, caracteristica de substancias fendlicas e, neste caso de

flavonoide.
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RDO1

RDO02

Rf: 0,48

Figura 29: Cromatograma das substancias isoladas (1=RD01, 2=RD02), realizada
por CCD. Fase moével: BAW (8:1:1) e revelado com sulfato cérico (Sabudak et al.,
2005).

De acordo com a CLAE (Figura 30 e 31), esta substancia se mostrou muito
concentrada, com um unico pico majoritario com tempo de retengdo em torno de
16.46 minutos e com a area de 7071296 para o comprimento de onda 254nm e
6167583 para 350nm.
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Figura 30: Cromatograma, perfil quimico da amostra RD01, avaliado por CLAE.
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PDA Multi 2
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Figura 31: Cromatograma, perfil quimico da amostra RD01, avaliado por CLAE.

O espectro de UV para este pico (Figura 33) revela uma banda em
aproximadamente 254nm e outra em 354 nm, o que mostra caracteristicas para
as bandas 1 e 2 em sistemas cinamoil e benzoil, respectivamente.

Este fato mostra uma forte caracteristica para a classe dos flavonoides,
uma vez que este apresenta as absorgdes no UV muito semelhantes ao sistema

cinamoil e benzoil (figura 32) ( Mabry et al.,1970).

Banda I: Por¢&o Cinamoil

(Fonte: Mabry et al., 1970)

Figura 32: Esquema do flavonoide e suas por¢des que geram as bandas de

absorcao caracteristicas no UV.
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Figura 33: Espectro de UV do pico de tempo de retencéo (TR) igual a 16.46 min,

correspondente a amostra isolada RDO1.

5.1.2 Elucidagao Estrutural de RD 01

A substancia codificada como RDO01, isolada a partir da fragdo butandlica

do extrato aquoso oriunda das cascas dos frutos de manacaru, apresentou-se sob

a forma de pé cristalizado amarelo-palido, com uma massa total isolada de 8,5

mg.

A proposta estrutural para o flavonoide RD01 foi baseada nos dados de
RMN 1H, e dos experimentos bidimensionais HSQC e COSY, todos obtidos em

DMSO-db.

5.1.2.1Técnicas monodimensionais

5.1.2.1.1 RMN 1H

O espectro de RMN 1H de RDO1 (figura 34) apresentou 8 sinais

compativeis para um flavonoide de natureza glicosidica conforme tabela 15.
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SpinWorks 3: RD-01.

Rodrigo Dinis
RMN.: 1149-2012. HO
Oper.: Camila mansur 2
UENF.
DMSO
Regido dos carboidratos
Regi&o aromética OCH
3
T™S
T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
PPM 12.0 11.0 10.0 9.0 8.0 7.0 6.0 5.0 4.0 3.0 2.0 1.0 0.0
file: ...p\RMN2\rd - 01-02\rd-01_1h.fid\fid block# 1 expt: "s2pul" freq. of 0 ppm: 499.774324 MHz
transmitter freq.: 499.777330 MHz processed size: 32768 complex points
time domain size: 32768 points LB: 0.000 GF: 0.0000
width: 8012.82 Hz = 16.0328 ppm = 0.244532 Hz/pt Hz/cm: 277.962 ppm/cm: 0.55617

number of scans: 64

Figura 34: Espectro de RMN 1H (499,77 MHz) de RD01 (DMSO-d6)

O singleto em 812,57 ppm € correspondente ao hidrogénio da hidroxila da
aglicona. O sinal mais deslocado, ou seja, mais desblindado, corresponde ao
hidrogénio da posicao C5, que se encontra em ligacao de hidrogénio com o

oxigénio da carbonila em C4, conforme figura 35.
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SpinWorks 3: RD-01.

Rodrigo Dinis
RMN.: 1149-2012.
Oper.: Carila rmansur
UENF.

Figura 35: Expanséao da faixa de 612,95 a 612,15 ppm do espectro de RMN 1H de

RDO1.

A figura 36 mostra a expansdo da regido dos sinais dos hidrogénios

aromaticos, no qual se pode observar dois sinais na regiao do anel A, sendo um

em 6,41 ppm (H-8) e outro em 6,17 ppm (H-6), indicando uma relacédo meta entre

esses dois hidrogénios. Todavia, as constantes de acoplamento ndo puderam ser

verificadas, dando a impressédo que estes se tratam de singletos e ndo dubletos

com acoplamento meta (0,5 -2,0 Hz) (Gallegos-olea et al., 2008).

Figura 36: Expansao da faixa de 66,75 a 85,70 ppm do espectro de RMN 1H de

RDO1.
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Analisando a regido do anel B, observa-se um dupleto em 7,50ppm
d(J=7,55Hz) indicando a presenca de acoplamento em posicdo orto (valor
elevado para j) ( Sem et al., 1992), outro dupleto em 6,89ppm d(J=8,25Hz -H-5’),
também com acoplamento em orto. Deduz-se com esses dados, que o anel B
apresenta um nucleo 4’-hidroxilado, e a presenga de um singleto em 7,98 para H-

2’ (figura 37).

SpinWorks 3: RD-O1.
Rodrigo Dinis

RMNL: 1149-2012.

?E:?—F Cbﬂla?ra’sur %%

—zasa0
—exmo

M 50 4(1=8,25)

!

Figura 37: Expanséo da faixa de 68,5a 66,85 ppm do espectro de RMN 1H de
RDO1.

Outros sinais em 85,45, d(J=7,55) e o outro em 04,42, e um conjunto de
sinais na faixa de 63,85 a 61,05 ppm, indicam a presenca de duas unidades de
carboidratos com seus correspondentes hidrogénios anoméricos. Um sinal de
RMN de 1H em 83,83,s, indicou a presenga de grupo metoxila localizado no

sistema aromatico ( figura 38).
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SpinWorks 3: RD-01.

Rodrigo Dinis

RMN.: 1149-2012., » » wpw
Qper.: Carrila ransig § ;SE
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Figura 38: Expanséo da faixa de 65,5 a 82,3 ppm do espectro de RMN 1H de
RDO1.

Um singleto em 1,05 (s), sugere que uma das unidades de carboidratos
pode ser a ramnose, com seu correspondente hidrogénios anomeérico em 64.42,
sendo um singleto largo devido ao acoplamento equatorial-equatorial entre os
hidrogénios H-1 e H-2 dessas unidades, muito comumente encontrada em

flavonoides glicosilados ( figura 39).

SirWerks 3: RDOL.
Rocrigo Onis

H_l’)’

Figura 39: Expansao da faixa de 64,49 a 64,33 ppm do espectro de RMN 1H de
RDO1.
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A outra unidade glicosidica, dado o sinal de hidrogénio anomérico em

05,45 d(J=7,55), pode corresponder a uma galactose (também de ocorréncia

comum), por apresentar um acoplamento tipo axial-axial entre os hidrogénios H-1

e H-2 (figura 40) (Gallegos-olea et al., 2008).

SpinWorks 3: RD-OL.

Rockigo Dinis:
RMN.: 1149-2012.

H-1” d(J=7,55)

fre, of Opprrs AR 7AERA M

Figura 40: Expansao da faixa de 67,9 a ®4,7 ppm do espectro de RMN 1H de

RDO1.

Os sinais de '"H encontrados sugerem a estrutura aglicona compativel com

a da isoramnetina, e para confirmar esta estrutura, tais sinais foram comparados

com os dados na literatura (Tabela 09) (Gallegos-olea et al., 2008).

Tabela 09: Comparacao dos sinais de 1H da amostra RD01 e os sinais da

isoramnetina observados na literatura.

5H RDO1 (DMSO-d6)

OH Literatura (DMSO-d6)
(Nogueira e Lopes, 2012)

H-6 ( 6,43)
H-8 ( 6,89)
H-2’ (8,00) s
H-5 ( 6,89; d J= 8,25) d
H-6' (7,50; d J=7,55) d
H-1” (5,44; d J=7,55) d
H-2"(3,63)
3" ( 3,65)
-4” (3,42)
5 (3,12)
6" (3,66)

H
H
H-
H
H-1" (4,48)

H-6 (6,22)d,
H-8 ( 6,42)d,
2’ (8,03)d
5 (6,91)d
6 (7,61)dd
17 (5,22)d
2" (3,82)
-3"(3,55)
-4"(3,79)
-5"(3,66)
-6”(3,47)
17 (4,53)

H
H-
H
H

H
H-
H
H-
H

H
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H-2"" (3,33) H-2""(3,58)
H-3" (3,44) H-3""(3,49)
H-4" (3,46) H-4""(3,27)
H-6" (1,11) H-6""(1,18)
OCHS3 ( 3,87) OCH3 ( 3,97)
OH-5 (12,57)

Dessa forma, com os sinais de 'H obtidos por este espectro e comparando
com os dados da literatura, se pode sugerir que a estrutura da aglicona € a

isoramnetina-3-O-rubinosideo  (isoramnetina-3-O-rubinosidio[quercetin-3-O-3-D-

galactopiranoil(6” 1”)-a-L-ramnopiranosidio-3’-nkti| éter] segundo a International
Union of Pure and Applied Chemistry (IUPAC) (Figura41).

3,97
3,87

OH
HOH2C 1,11 /

O 118 346
3,27
3,58

RDO01
Literatura
Figura 41: Estrutura da isoramnetina-3-O-rubinosideo (RD01) comparada com os

dados da literatura (Gallegos-olea et al., 2008).

5.1.2.2 Técnicas bidimensionais
5.1.2.2.1 RMN COSY

A partir da analise do COSY (correlagdo direta homonuclear 'H-'H) foi
possivel identificar e confirmar os deslocamentos dos hidrogénios da molécula

através do acoplamento sequenciado dos hidrogénios.
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Na regido da sacarose € possivel observar sinais em 85,50 - H-1", 84,48 —

H-1""conforme (figura42).

Na (figura 43), observou-se também o acoplamento entre H-5',6’ para o

anel B evidenciado no espectro de RMN 'H.

SpinWorks 3: RD-01.

PPM (F2) 5.2 4.8 a.a 4.0 2.6 2.2 2.8 2.4 2.0 1.6 1.2 o.8 0.4

F2: fraq. of O pprm: 499.7742955 MH=

Galactose
Figura 42: espectro RMN COSY para RDO1
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Figura 43: Expansao da faixa de 67,5 a 86,0 ppm do espectro de RMN COSY e

RDO1.
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5.1.2.2.2 RMN HSQC

A maioria dos dados de *C foram extraidos a partir do HSQC, devido a
pequena massa de amostra isolada de RD 01 nao foi possivel obter um espectro
de RMN "C,(tabela 10). Assim, apenas os carbonos hidrogenados puderam ter
seus sinais atribuidos.

A partir dos dados do espectro de HMQC foi possivel estabelecer a
correlacgao direta entre os nucleos de 'H com os nucleos de *C a eles diretamente
ligados. Dessa forma, através da avaliagdo dos resultados desta analise foi
possivel confirmar os valores dos deslocamentos quimicos (&) dos carbonos da
aglicona que possuiam um hidrogénio a eles ligado.

Observa-se que conforme figura 44, um sinal um 116,23 correspondente ao
carbono C5’ e o sinal em 122,1 para o C6'. E possivel observar também um sinal
em 55,8 atribui para metoxila no C3’ (OCH3-).

Sinais listados na regido de 60 a 80ppm tém caracteristicas de unidades de
carboidratos. Além destes, é possivel observar para o anel A em 95,13 ppm o

sinal correspondente ao C8-H8 e em 99,35 ppm o sinal para o C6.

T
=20

!Sinais do carboidrato de 1>’ a 6>’ Sinais do carboidrato de 1°>> a 6’
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Figura 44:Espectro de RMN-2D HSQC para RDO1

A Tabela 10 mostra a comparacio dos sinais encontrados nos espectros
de RMN da Amostra RD01 com os da literatura.
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Tabela 10: Comparacao dos sinais de '°C da amostra RD01 e os sinais da

isoramnetina-3-O-rubinosideo observados na literatura

Posigdo 5'*C RD01 (DMSO-d6) 8'*C Literatura (DMSO-d6)
(Nogueira e Lopes, 2012)
6 99,35 100,00
8 95,13 94,90
OCHs 55,88 57,00
5’ 114,12 116,0
6’ 122,1 123,08
1” 101,88 105,0
2" 71,41 73,1
3”7 74,07 75,1
4” 68,74 70,1
5”7 72,34 75,6
6” 65,49 67,5
17 100,19 102,00
27 70,65 72,1
3" 70,82 72,3
4 72,18 73,9
6” 18,32 18,00

5.2 Substancia isolada substancia RD02

De acordo com a CCD, mostrada na figura 29 pag. 52, as manchas
caracteristicas dos flavonoides sdo muito pronunciadas, e RD02 possui Rf:0,48.
Esta mancha quando submetida a revelagdo com sulfato cérico sob luz UV (332
nm) apresenta coloragcdo azul, caracteristica de substancias fendlicas e, neste
caso de flavonoide.

De acordo com a CLAE (Figura 45 e 46), esta substancia se mostrou
isolada, com um unico pico com tempo de retengdo em torno de 16.45 minutos
com a area de 1813136 para o comprimento de onda 254nm e 33113551 para
350nm, muito semelhante ao observado para RDO1(figura 31 e 32), indicando que

poderia se tratar da mesma aglicona.
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Figura 45: Cromatogramas, perfil quimico da amostra RD02, avaliado por CLAE

nos comprimentos de onde 254nm e 350nm.
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Figura 46: Cromatogramas, perfil quimico da amostra RD02, avaliado por CLAE

nos comprimentos de onde 254nm e 350nm.

O espectro de UV para este pico (Figura 47) revela uma banda em
aproximadamente 254nm e outra em 353 nm, o que em tese confirmam a
presenca de flavonoide com caracteristicas para as bandas 1 e 2, sistemas
cinamoil e benzoil, respectivamente, discutida anteriormente para a substancia
RDO1.
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Figura 47: Espectro de UV do pico de tempo de retencéo (TR) igual a 16.45 min,
correspondente a amostra isolada RD02.

5.2.1 ELUCIDAGAO ESTRUTURAL DE RD 02

5.2.1.1 Técnicas monodimensionais

A substancia RD02, isolada a partir da fracdo butandlica (FB), apresentou-se
sob a forma de p6 amorfo amarelo-palido, com uma massa total de 22 mg.A
proposta estrutural para o flavonoide RD02 foi baseada nos dados de RMN de 'H
e HMBC e COSY obtidos em DMSO-ds (400 MHz). Com base nesse espectro foi

possivel sugerir a presenca da isoramnetina3-O-raminosideo (figura54).

Os sinais de RMN (figura 48) foram compativeis para aglicona
isoramnetina, a mesma correspondente a RD01, também isolada neste trabalho
de dissertagcédo (figura 41). A tabela 11 mostra a comparagado entre os dados

obtidos para RD01, RD02 com os da literatura.
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SpinWorks 3: RD-02.
Rodrigo Dinis

RMN.: 1158-2012.
Oper.: Canrila rrensur
UENF.

DMSO

e i\{mgj arboidratos

OCH3

H,O

Regido aromatica
T T T T T T T

PPM 120 110 100 20 80 7.0

Figura 48: Espectro 1de RMN 1H (499,77 MHz) de RD02 (DMSO-d6)

Em 12,59 ppm esta situado um singles largo, o qual indica a presencga de
um hidrogénio de fungao hidroxila na posi¢céo 5 da aglicona, em ligagao de
hidrogénio com a carbonila em 4 (figura 49).

SpinWorks 3: RD-02.

Rodrigo Dinis

RMN.: 1158-2012. 5
Oper.: Canila rransur g

T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
1288 128 1280 1276 1272 1268 1264 1260 125 128 1248 1244 1240 1236 1232 1228 1224 1220

Figura 49: Expanséo da faixa de 612,95 a 612,20 ppm do espectro de RMN 1H de
RDO02.
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O sinal duplo observado na regiao de 6,21 ppm (d; J 1,15= Hz)

corresponde ao H-6 que acopla com o sinal em 6,44 ppm (d; J= 1,50 Hz)
referente ao H-8 (figura 50).

Spinrks 3: RD-02.
Rodrigo Dinis

RMNL: 1158-2012.
Cper.: Carrila mansur
UENF.

Elie
vorzs
<z

e
o

H-6; d J=1,15

Figura 50: Expansao da faixa de 66,65 a 85,95 ppm do espectro de RMN 1H de
RDO02.

Para o anel B, foram observados sinais em 7,51 ppm (d, J= 1,4 Hz) e 7,85
ppm (d, J= 1,2 Hz) que corresponde ao H-2’ e H-6’. O sinal situado em 3,85 e
7,51 ppm (dd, J=2,15/7,4Hz) corresponde ao, H-5' (figura 51).

\ 5 on
H-2°;8,00d J=1,4 N4

| 2 H-5/; 8,00 dd J=2,15/7,4
H-6’;7.85dJ=1,2 *

e dorvsinsize: TBprts

Figura 51: Expansao da faixa de 68,04 a 67,45 ppm do espectro de RMN 1H de
RDO02.
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A molécula de carboidrato ligada na aglicona, se trata de um carboidrato

SpinWorks 3: RD-02.
Rodrigo Dinis

desoxigenado na posigao 5, provavelmente de uma ramnose (figura 52).

H-1"" 5,39

wwwwwwww

-3’7 3,57

solvente

H-4>" 3,50

H-5" 3,10

Figura 52: Expanséo da faixa de 65,7 a 82,8 ppm do espectro de RMN 1H de
RDO02.

Tabela 11: Comparacgao dos sinais de 1H da amostra RD02, RD01 com os

sinais da isoramnetina observados na literatura.

OH Literatura (Nassar OH Literatura
6H RD02 et al., 2010) 6H RDO1 RDO1
(DMSO-d6) RDO02 (DMSO-d6) (DMSO-d6)
(DMSO-d6)
H-6 (6,21;d J= H-6 (6,19;d J=1,8) d H-6 ( 6,43) H-6 (6,22)d,
1,15)d
H-8 (6,44; d H-8 (6,25; d J=1,8)d H-8 ( 6,89) H-8 (6,42)d,
J=1,50) d
H-2’ (8,00 d H-2’ (7,32; d J=2,0) d H-2’ (8,00) s H-2' ( 8,03)d
J=1,4)d
OCHs3(3,85)  —-momm- OCH3 ( 3,87) OCH3 ( 3,97)
H-5(7,51,dJ= H-5(7,29d J=8,3)d H-5 (6,89;dJ=  H-5(6,91)d
7,4)d 8,25)d
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H-6' (7,85;dJ= H-6'(6,89;dJ=8,3)d H-6(7,50;dJ=  H-6(7,61)dd
1,2)d 7,55) d
H-17 (5,39) s H-17(5,38) s H-1” (5,44; d H-17 (5,22)d
J=7,55) d
H-2"(4,42) s H-2” (4,10) s H-2"(3,63) H-2” (3,82)
H-3"(3,57) s H-3"(3,58) s H-3” ( 3,65) H-3"(3,55)
H-4” ( 3,50) s H-4” (3,32) s H-4” (3,42) H-47(3,79)
H-5" (3,10) s H-5" (3,21) s H-5" (3,12) H-5"(3,66)
H-6" (1,19) S H-6"(0,89) s H-6" (3,66) H-6"(3,47)

Dessa forma, com os sinais de 1H obtidos por este espectro e comparado
com os dados da literatura, se pode sugerir que a estrutura da aglicona RD02 é a
isoramnetina-3-O-raminosideo(Figura 53).

144,8
3,85/56,22
3,87/55,88

OMe

6,89/95,35 8,00 OH
8,00/144,09
6,25/98,7 7,32/114,8
6,44/99,50 ' ' 7,51/115,3
77291163 3,63/71,41
HO 5 68911412 442/6857
4,10/68,44
7,85/122,46
6,89/121,20 1" OH
6,19/936 © 7,80122,20 3,65/74,07
6,21/94,64 O 39/100.3 3,58/70,2
6,43/99,35 || 5, 380 3.57/70.16
OH 5,38/103,71
O 5,44/101,88 OH
3,21/71,26 3,32/70,94
3,10/71,10 |5 4" 350/71,02
3,12/71,34 3,42/68,74
0,89/18,44 \6"
1,19117,82 CH,
3,66/18,32
Literatura

Figura 53: Estrutura da isoramnetina-3-O-raminosidio (RD01) comparada com os
dados da literatura (Nassar et al., 2010).

5.1.2.2Técnicas bidimensionais

5.1.2.2.1 RMN HSQC
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A técnica de HSQC foi empregada para se obter a correlagéo direta entre
os sinais de RMN 'H e RMN ™C, os dados obtidos foram comparados com os da
literatura e também com RDO01, isolado neste trabalho (tabela 12)

Devido a pouca massa da amostra RD02 nao foi possivel fazer analise de

C13, obtendo assim seus sinais pelo HSQC (tabela 12).

Tabela 12: Comparacéo dos sinais de 8'*C da amostra RD02 e os sinais da

isoramnetina observados na literatura

Posicdo &'°C RD02 8'3C Literatura 5'*C RDO1 5"3C
(DMSO-d6) (Nassar et al., 2010) (DMSO-d6) Literatura
RD02 (DMSO-d6)
(DMSO-d6)

6 94,64 93,6 99,35 99,0
8 99,50 98,7 95,35 95,13
2 114,07 148 e
OCHs 56,22 e 55,88 88,17
5 115,39 116,3 114,12 116,2
6’ 122,46 121,20 122,56 122,1
1” 100,38 103,71 101,88 102,0
27 68,57 68,44 71,41 71,2
3”7 70,16 70,2 74,07 73,1
4 71,02 70,94 68,74 68,1
5” 71,10 71,26 72,34 73,7
6" 17,82 18,44 — CHs 18,32 17,7

Os dados do espectro de HSQC permitiram estabelecer a correlagao direta
entre os nucleos de 1H com os nucleos de 13C a eles diretamente ligados.
Portanto, a partir dos dados obtidos no espectro de HSQC (figura 59), foi possivel
estabelecer os deslocamentos quimicos de hidrogénio e carbono para a aglicona

€ 0s agucares.
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Observa-se que conforme (Figura 54 e tabela 12) um sinal em 115,39
correspondente ao carbono C5’ e o sinal em 122,46 para o C6’. E possivel
observar também que em 56,22 para metoxila ligado ao C3'.

Sinais listados na regido de 60 a 100 tém caracteristicas de unidades de
carboidratos.

E possivel observar para o anel A em 99,50 um sinal correspondente ao
C8, e em 94,64 sinal para o C6.

Figura 54: Espectro de RMN-2D HMQC para RD02.

SpinWorks 3: RD-02.
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filet ...RMNZyrd - 01-02\rd-02_hsqgc.fidifid blocks 1 Fz: freq. of 0 ppm: 499.7742745 MHz F1: freq. of O ppm: 125.6683556 MHz
axpt: "gHSQC" processed size: 2048 complex points processed size: 4096 comples: points
transmitter freq: 499.777230 MHz window function: Sine Squared window function: Sine Squared
time domain size: 2404 by 400 points shift: 90.0 degrees shift: 90.0 degrees
width (F2): 8012.82 Hz = 16.0328 ppm = 2.33231 Hz/pt Hz/cm: 227.354 pprm/cmi 0.45493 Hz/cm: 1107.254 ppm/cmi 8.81106
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5.3 Ocorréncia da aglicona isoramnetina na familia Cactaceae
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Os compostos fendlicos sdo uma grande e diversificada classe de
compostos que estdo presentes nas plantas e sao importantes na dieta humana.
Nos ultimos anos, tem havido um crescente interesse nestes compostos devido
ao papel que podem ter na prevencdo de algumas doengas. Os compostos
fendlicos oriundos de fontes vegetais sdo denominados de fitoquimicos, sendo
metabdlitos secundarios das plantas e caracterizam-se por possuirem um ou mais
anéis aromaticos e um ou mais grupo hidroxilo. Estes compostos estdo divididos
em classes consoantes ao numero de anéis presentes na sua estrutura (Araujo et
al., 2011; Ferguson, L et al., 2001).

Nesta revisdo, as substancias fenodlicas receberam destaque, de acordo
com o perfil do trabalho, com énfase nos flavonoides, que foram isolados, ambas
com aglicona (figura 55). O unico género que apresenta relatos de isoramnetina
isoladas em suas espécies € a Opuntia: Opuntia humifusa Raf., Opuntia ficus
indica, Opuntia ficus indica var. saboten, Opuntia monacantha, Opuntia
Leucotricha, Opuntia robusta, Opuntia tapon; Opuntia macrorhiza. (Jae et at.,
2013; Semedo 2012; Tamer et al., 2011; Leo et al., 2010; Ligia et al., 2010;
Teresita et al., 2010; Muhammad et al., 2006).

OMe
OH

HO @)

OH (|)| R

Figura 55 : esqueleto de uma isoramnetina

Para a substancia isolada neste trabalho a (RDO01) Isoramnetina-3-O-
ribinosideo ( figura 56 )foi observada em outras espécies também de Opuntia : O.
ficus indica, O. monacantha e O. macrorhiza. (Semedo 2012; Tamer et al., 2011;
Teresita et al., 2010).
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Figura 56: estrutura da isoramnetina-3-O-rubinosideo

Foram Observados também a isoramnetina-3-O-raninosideo (RDO02)
( figura 57) nas espécies de Cactaceae: Opuntia ficus indica, Opuntia macrorhiza
e Opuntia leucotricha (Semedo 2012; Teresita et al., 2010; Muhammad et al.,
200).

OMe
OH

HO O

OH

HO
CH,

Figura 57: Estrutura Isoramnetina-3-O-raminosideo

Desta forma, fica claro que o género Opuntia é aquele que contribui até o
momento com estudos que privilegiam o isolamento desta aglicona, 8 espécies
avaliadas, e destas 4 espécies possuem carboidratos em sua estrutura
compativeis com aqueles verificados nesta dissertacdo de mestrado. Todavia a
proposta estrutural para as duas substancias isoladas neste trabalho faz com que

estas sejam inéditas para a espécie Cerus farnambucensis — manacaru.

5.4. Atividade Antioxidante
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Frutas e vegetais contém uma grande variedade de substancias
importantes para a saude (Yahia, 2010), além dos principais constituintes
alimentares como, proteinas, gorduras, hidratos de carbono e micronutrientes,
vitaminas, minerais e oligoelementos. Atualmente, vem crescendo a procura por
fontes naturais que fazem parte da dieta humana, devido aos possiveis efeitos
negativos dos aditivos alimentares para a saude humana, e aliado a isto um
aumento da preocupacgédo dos consumidores com a alimentagdo ao longo dos
anos (Yahia e Mondragon-Jacobo, 2011;Lachman, et al., 2010; Zhang, et al.,
2010,).

Diversos trabalhos sugerem que dietas ricas em fitoquimicos podem
reduzir a incidéncia de doengas do coragéo, alguns tipos de céncer, e algumas
desordens neurologicas (Arts e Hollman, 2005), devido a sua capacidade de
sequestrar os radicais livres produzidos no organismo. Tais radicais podem
ocasionar a ruptura da membrana celular e DNA, causando mutacdes e outras
doengas (Reynertson, et al., 2008).

A oxidagdo € um processo metabdlico que leva a producdo de energia
necessaria para as atividades essenciais das células. Porém, o metabolismo do
oxigénio nas células vivas também leva a produgao de radicais. Assim, oxidantes
sdo substancias sintetizadas pelo metabolismo normal do organismo e, se nao
controlados, podem provocar danos extensivos (Roesler et al., 2007; Mccord,
1994).

O estresse oxidativo pode causar uma grande variedade de doencas
incluindo a doenca de Alzheimer e doenca de Parkinson, diabetes, doenca
cardiovascular, artrite reumatoide, o cancro e outras doengas (Hassanbaglou et
al. 2012; Simonian, 1996).

Na tentativa de se combater o acumulo de radicais livres no organismo, os
quais ocasionan o estresse oxidativo, substancias com o objetivo de atuarem
como agente que retardam ou previnem a oxidagdo de outras moléculas, sao
chamadas de antioxidantes.

Ha um interesse crescente por antioxidantes naturais como, por exemplo,
os polifendis presentes em fontes vegetais e produtos alimenticios, 0 que poderia
ajudar a evitar danos oxidativos (Medina-Torres et al., 2011;Silva et al., 2005)

Compostos fendlicos derivados de plantas provavelmente tém funcgdes

antioxidantes, estes compostos tém sido descritos como sequestradores dos
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radicais livres provenientes do oxigénio, doando um atomo de hidrogénio, ou um
elétron para o radical (Wanasundara e Shahidi, 1998).

Com este intuito, se verificou a capacidade do extrato aquoso e suas
fragbes no sequestro do radical livre estavel DPPH (1,1-difenil-2-picrilidrazila)
(tabela 13). Vale ressaltar que os testes foram realizados em triplicata, e aqui
estdo apresentados as médias aritméticas e o desvio padrao. O padrao utilizado
neste trabalho foi BHT (Butil-hidroxi-tolueno) (Bernardes, 2010; Heim, 2002).

De acordo com Ross e Kasum (2002), a capacidade antioxidante dos
compostos fendlicos € determinada pela sua estrutura, em especial com a
facilidade com que um atomo de hidrogénio a partir de uma hidroxila do anel
aromatico pode ser doado para um radical livre. Além disso, o potencial
antioxidante também esta relacionado com a polaridade, natureza e posicao dos

grupos constituintes na estrutura dos compostos fendlicos (Fabri, 2008).

Tabela 13: Atividade antioxidante do extrato aquoso, da sua particdo, do

sobrenadante e do BHT.

Concentracdes
EMA 81,7+1,4 17,3£1,9 5,3%£1,1
SM 90,2+1,9 24,3124 16,1£1,9
FH 40,8+3,8 9,8+1,6 4,313,4
FD *% *% **
F AcetEt. 63,0£2,0 19,946,2 5,6+2,1
FB 90,4+0,5 30,4+3,6 6,6+1,7
BHT 100+£0,9 521+2.2 436+15

** Massa insuficiente para o experimento. Média £ Desvio Padrao (n=3).

Pode-se notar atividade antioxidante para o extrato aquoso, suas particdes
e sobrenadante, o EMA, SM, FB, na trés concentragdes testadas (1000, 100 e 10
Mg/ml). Sendo na maior concentragao (1000 ug/mL), estes apresentam atividade
superior a 80%.

Quando comparados a Fragdo Butandlica (FB) com os demais conjuntos,
observa-se que a fracdo apresenta atividade antioxidante superior nas trés
concentragdes, podendo ser colocado em uma escala de sequestro de radicais
livre assim: BM> SM> EM> FAE> HM ( figura 59).
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Quando a fracdo butandlica (FB) € comparada com o padrdo BHT
ultrapassa os 90 % na concentragdo de 1000 pg/ml, ja na concentragéo de 100
Mg/ml obteve um resultado satisfatério em comparagdo com o BHT, mas superior
a outras amostras. Na concentragcdo de 10 pg/ml ndo obteve resultados aceitaveis
em comparag¢ao com BHT, mas obteve resultado mediano em comparagao com a
maioria das amostras analisadas.

Observando o resultado do sobrenadante (SM) da partigdo, pode-se
observar que obteve resultados inferiores ao padrdo BHT, mas ultrapassa os 90%
de sequestro de radicais livres, no entanto em comparagdo na concentracio de
100 pg/ml obteve um resultado satisfatéorio em comparagcdo com as outras
amostras e na concentragdo de 10 ug/ml obteve resultado superior as demais
amostras analisadas.

Ja a fragdo Acetato de Etila (FAcet.Et.), obteve resultados inferiores ao
padrdao e a demais amostras na concentragdo de 1000 pg/ml, mesmo assim
obteve resultado superior a 60% de sequestro de radicais livres, ja na
concentragdo de 100 pg/ml também obteve resultados inferiores, porém
significativos.

Ja o Extrato Aquoso (EMA) obteve um potencial de sequestro de radicais
livres superior a 80% em comparagdo com o padrao BHT na concentracdo de
1000 pg/ml.

A fracdo Hexanica (FH) obteve resultados pouco satisfatérios levando em
conta o padrdao BHT e as outras amostras em todas as concentragdes, visto que
obteve resultado superior a 40% na concentragao de 1000 pg/ml.

Mediante estes resultados € possivel constatar o potencial antioxidante
exibido pelas amostras e também sua comparacdo com a atividade sequestraste
de radicais livres como o padrao BHT.

A figura 9 mostra o potencial antioxidante do extrato metandlico e as
fragbes, bem como dos padrdes fendlicos.

Nesse sentido, a atividade sequestraste de radicais livres pelos flavonoides
relaciona-se com sua estrutura, e os flavonoides que se apresentam hidroxilados,
principalmente na posicdo 3-OH, 5-OH, 7-OH, 4’-OH e 3’-OH, sao os que exibem

maior atividade antioxidante ( figura 58) (Ross e Kasum, 2002).
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Figura 58: Estrutura quimica da apigenina, mostrando o grupamento OH

nos carbonos 5, 7 e 4'.

Oliveira et al., (2009), corroboram com os aqui apresentados utilizando a
mesma espécie, o Cereus fernambucensis, foram avaliados o extrato aquoso, a
fracdo e as subfragcdes das cascas dos frutos quanto ao perfil sequestrador de
radicais livres frente ao radical DPPH, verificou-se para o extrato 90% de
sequestro de radicais livres para a concentracdo de 1000 pg/mL (%), para a
fragdo Hexanica 63 %, para a fracao acet Et. 80%, e para a fracdo butandlica
80%.

Osorio-Esquivel et al., (2011), mostraram que no extrato metandlico do
fruto da espécie Opuntia joconostle (cactaceae), obteve-se cerca de 62 % de
sequestro de radicais pelo método de DPPH, a partir do endocarpo do fruto, para
o pericarpo verificou-se cerca de 59% de sequestro e ja para o mesocarpo em
torno de 42% de sequestro de radicais livres.

Em comparagdo com os resultados neste trabalho que a partir das cascas
(pericarpo) de Opuntia jocnostle, nota-se que o sequestro de radicais livres pelo
método de DPPH, se manteve entre 40 a 90% de acao antioxidante, estes dados
sao muito semelhantes aqueles mostrados para manacaru.

Behnaz Hassanbaglou et al., (2012), expressaram a concentragdo em que
50% do DPPH foi sequestrado. Quatro tipos de extratos foram preparados a partir
da espécie vegetal Pereskia bleofolha: extrato metandlico 27%; extrato Hexanica
24%,; extrato etanolico 54% e o extrato em acetato de etila 16%. Dentre este, o
extrato etandlico foi aquele que apresentou os melhores resultados, isto
possivelmente porque € neste extrato que estdo o maior numero de moléculas

polares.
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Figura 59: Atividade antioxidante extrato, sobrenadante e fragdes, em comparagdo com o padréao de referéncia BHT (n=3).
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5.5. Determinacgao do Teor de Taninos

Os taninos sao substancias provenientes do metabolismo secundario de fontes
vegetais e estdo presentes na maioria das plantas. Todavia, sua concentragdo nos
tecidos vegetais pode variar, dependendo da idade, do tamanho da planta, da parte
coletada, da época ou, ainda, do local de coleta (Monteiro et al., 2005).

A presenca de taninos na composigdo quimica vegetal muitas vezes esta
relacionada a agao bioldgica descrita para uma espécie, sendo que a distribuicéo
maci¢ca de taninos esta restrita a alguns taxons, o que faz com que a planta
apresente uma grande producdo de representantes dessa classe quimica em
detrimento de outros metabdlitos (Luna, 2006).

Ja os taninos condensados, como a procianidina, por exemplo, (Figura 60),
sdao encontrados em maior concentracdo e com maior relevancia em alimentos
(Degaspari et al., 2005). Compreendem um grupo de polihidroxi-flavan-3-ol e
apresentam uma estrutura semelhante aos flavonoides, com coloragdo que varia do

vermelho ao marrom (Scholfield et al., 2001).

OH

HO o o

OH

OH

OH

Figura 60: Estrutura quimica da procianidina, um exemplo de tanino condensado.
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Os taninos condensados possuem um padrao de distribuicdo muito amplo,
sendo encontrado em diversas familias de angiospermas como nas Annonaceae
(Paiva et al., 2002). A Tabela 14 mostra os teores de taninos condensados e

hidrolisaveis nas amostras oriundas da polpa dos frutos.

Tabela 14: Dados obtidos da analise do teor de taninos do extrato aquoso e

metanolico da casca do fruto de manacaru.

Taninos
Amostras condensado
s mg/ml
Extrato aquoso da casca do fruto de Manacaru ~ -------
Extrato Metandlico da casca do Fruto de
3,887

manacaru

De acordo com esses resultados pode-se observar que os teores de taninos
condensados concentram-se no extrato aquoso, ndo sendo detectados teores de
taninos hidrolisaveis.

Segundo Degaspari et al. (2005), a presenga de pequenas concentragdes de
taninos nos frutos confere-lhes caracteristicas sensoriais desejaveis. Todavia,
quantidades elevadas conferem aos frutos e outros alimentos caracteristicas
adstringentes. Esta sensacéo de adstringéncia € provocada pela propriedade que os
taninos possuem de precipitar proteinas e assim, quando em contato com as
proteinas da saliva, formam um complexo insoluvel que popularmente se caracteriza
pela sensac¢ao adstringente.

Negesse et al., (2009), utilizando somente palmas ( folhas) das cactaceae da
espécie Opuntia ficus-indica, para taninos totais 21 g/kg de tecido seco e para
taninos condensados n&o obteveram resultados significantivos.

Sendo assim, os resultados obtidos neste trabalho exibem um valor

consideravel no teor de taninos presentes no extrato aquoso do fruto de manacaru,
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Cereus fernambucensis para membros de cactaceae.

5.5.1. Determinagao do Teor de Fendis

O método de Folin-Denis permite quantificar flavonoidés, antocianinas e
compostos fendlicos presentes nas amostras (Moreira, 2000; Oliveira et al, 1994). A
Tabela 15 mostra o teor de fendis totais do extrato aquoso e metandlico das cascas

dos frutos de manacaru.

Tabela 15: Dados obtidos do teor de fendis totais da amostra de Cereus

feramambucensis - manacaru

Fenois
Amostras
mg/ml
Extrato aquoso da casca do fruto de PP
Manacaru ’
Extrato Metandlico da casca do Fruto de
24,78

manacaru

Foram detectados teores de fendis totais tanto no extrato aquoso das cascas
dos frutos de Manacaru, quanto no extrato metandlico das cascas dos Frutos de
manacaru, sendo que se pode notar que ha uma concentragao dos teores de fenodis
totais no extrato metandlico das cascas dos frutos de manacaru maior.

Segundo Liliana (2011), foi detectados em seu estudo para o extrato metandlico
da espécie Opuntia ficus-indica a concentragdo de fendis totais de 34,2 g / mg de
equivalentes de acido galico, por grama de amostra seca, ja Corral-Aguayo, (2008)
em outras pesquisas relatou uma maior quantidade de fendis totais para variedades
do género Opuntia. Lee e colaboradores (2011) relataram 41,40 g / mg de
equivalentes de acido galico, por grama de amostra seca, para a espécie Opuntia

ficus-indica. Para a espécie Opuntia ficus-indica 30,8 g / mg de equivalentes de
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acido galico, por grama de amostra seca de fendis totais, sendo que foi utilizado para
este estudo a metodologia de Folin Ciocalteu .

Herrera-hernanandez (2011), ultilizando o método de Follin ciacalteu para
avaliacdo quanto ao teor de fendis totais observou em frutos verdes e maduros,
resultados diferentes para cada tipo de fruto. Para os frutos maduros foram
verificados cerca de 45g/ mg de equivalentes de acido galico, por grama de amostra
seca, cerca de 80% a maioria para fendis totais, que para os frutos verdes. Ehlenfeldt
& Prior, (2001) obtiveram resultados de 7,3 g / mg de equivalentes de acido galico,
por grama de amostra seca.

Os resultados apresentados por Necchi et al., (2012), indicam que o extrato de
Nopalea cochenillifera - Cacataceae apresenta, um conteudo de 29,62%, utilizando
a metodologia de Folin Ciocalteu.

Yahia e Mondragon-Jacobo (2011), encontraram para varias espécies de
cactaceae teores diversos de fendis totais, para Oputia megacantha e Oputia
robusta, mostraram o maior teor de fendlicos totais, cerca de 130 mg de &acido
galico / g FW o menor conteudo fendlico foi encontrado em O. ficus-indica com
apenas 10 mg de acido galico/ g FW.

Estudos apontam que a correlagdo entre a capacidade antioxidante e o teor de
taninos e fenodis totais pode estar sujeita ao método selecionado e também as
caracteristicas hidrofébicas ou hidrofilicas do sistema teste e dos antioxidantes

avaliados (Roesler et al., 2007).

5.6 Avaliagao do Teor de Agucares

Os agucares sao os principais solidos soluveis presentes nas frutas, entretanto
outras substancias soluveis também tém participagédo no teor de sdlidos soluveis, por
exemplo, minerais soluveis, acidos, alcoois, dentre outras.

Nas frutas, os agucares (frutose, glicose e sacarose) sdo os carboidratos
predominantes. os agucares ou carboidratos sdo de grande abundéancia na natureza
e atuam principalmente como fonte e reserva energética para o metabolismo, sendo
necessarios na alimentacéo. A classificacdo dos carboidratos reflete o fato de que

todos se originam a partir da glicose, produzindo unidades mais simples e mais
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complexas. Os carboidratos simples mais encontrados nos alimentos sao a glicose, e
a frutose, sacarose, lactose e, entre os mais complexos, o amido (Chitarra, 2000).
Alguns estudos demonstram haver aumento dos teores de agucares durante o
crescimento da fruta, e outros nos quais nao foi detectada alteragcdo na concentragao
de acgucares durante o desenvolvimento da fruta.
Na analise de acucares redutores na polpa e na casca do fruto de Cereus
fernambucensis — manacaru foram injetados 2 padrdes, a glicose (figura 61) e a

frutose ( figura 62) no fruto de manacaru, com a finalidade de se quantificar esses
agucares nas frutas da espécie vegetal.
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Figura 61: Cromatograma 1 perfil do padrao de glicose avaliado por CLAE
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Figura 62: Cromatograma 2 , perfil do padrao de Frutose(mg/ml) analisado por
CLAE.

104



Nas Figuras 61 e 62 é possivel notar que os picos estdo com boa base e bem
finos, significando que os padrbes estao conforme especifica a literatura, podendo
também observar que ha somente um pico em cada cromatograma significando que
a analise por CLAE correu conforme literatura (Collins et al., 2006).

Na figura 63 encontram — se os cromatogramas da analise do teor de
acucares da polpa e da casca dos frutos de Cereus fernambucensis - manacaru,
onde é possivel verificar os picos correspondentes tanto da glicose como da frutose,
também na tabela 10 é possivel ver o tempo de retengcdo e sua area dos citados

acgucares.

Figura 63: Cromatograma da polpa de Cerus fermambucensis — manacaru

para avaliagao de acucares.

Desta forma, a partir da curva padrao dos agucares elaborada (descrita
No item 4.7, Pagina 49 foi possivel quantificar esses dois agucares presentes
tanto na casca quanto na polpa do manacaru onde os resultados obtidos estao

mostrados na tabela 16.

AMOSTRASs g/ 100g de glicose g/ 100g de frutose
Casca do fruto de manacaru 11,57 g/100g 12,7 g/1009g
Polpa do fruto de manacaru 33,96 g/100g 35,91 g/ 1009
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TABELA 16: valores de glicose e frutose obtidos a partir da casca e da polpa do
manacaru

Conforme estudos verificados por Oliveira et al., (2011), os acgucares
presentes no fruto sdo encontrados em concentragdes de 7,2754% e tal valor esta
em conformidade com a literatura, cujos autores revelam numeros que variam de
10,0 a 17,0%, e comparado com estes resultados apresentam valores inferiores, mas
colaboram para 0 mesmo em comparagao da casca e significativamente inferior para
polpa (Manica,2002; Sepulveda & Saenz ,1990; Sawaya et al.,1983 ; Pimenta 1990 ).

Em Silva et al., (2009), encontram-se os valores médios de agucares a partir
da polpa e da casca de frutos de mandacaru , comparando os resultados obtidos
para a polpa e casca, constataram-se diferengas percentuais, esta foi significativa de
modo que para polpa se observa 5,76 % e para casca 1,53 %, respectivamente.
Estes dados em comparagao com o trabalho aqui apresentado mostram percentuais
significativamente superiores, tanto na casca, quanto na polpa.

Os resultados obtidos por Oliveira et al. (2004), a frutos do mandacaru,
mostram um menor teor de acucares redutores na polpa, e maior na casca, cerca de
9,54 (% glicose),este dados corroboram com os obtidos neste trabalho a partir de

Cerus fernambucensis ( manacaru).

5.7 Avaliagao do Teor de Vitamina C

O acido ascérbico (vitamina C) (figura 62) possui grande importancia
fisiologica, pois atua como antioxidante, na reciclagem de tocoferdis e na producéo e
manutengdo de colageno e na redugcao do ferro-férrico no trato intestinal. Essas
caracteristicas fazem com que a vitamina C seja recomendada como suplementacao
alimentar. Além disso, é bastante utilizada na estabilizagdo da cor e sabor de uma
ampla variedade de frutas processadas na forma de sucos, polpas e outras bebidas
(Elhadi et al. 2011, Yahia & Ornelas-Paz, 2010).

O efeito protetor de frutas e vegetais € geralmente atribuido a seus

constituintes antioxidantes, incluindo vitamina C (ascorbico acido), vitamina E (a-
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tocoferol), os carotenoides, glutationa, flavonoides e acidos fendlicos, assim como
outros compostos (Yahia, 2010; Sies & Stahl, 1995).

Figura 64: estrutura quimica do acido ascorbico.

Para Savio (1987), a vitamina C €& também responsavel pelo sabor de
determinadas variedades de frutas de alguns cactos, e estes se assemelham a de
morango, melancia, meldo, banana passa, ou de citricos. Os cactos mais
especificamente os frutos sdo uma fonte de nutrientes e vitaminas ( Joseph, 2004).

Em espécie do género Opuntia, o conteudo de vitaminas C altera de acordo
com a variedade, o tipo de tecido, e o estagio de maturacédo (Moussa-Ayoub et al.
2011)

A ingestéo diaria recomendada de vitamina C para adultos € de 60 mg / dia
(PADH, 1994), e, por conseguinte, uma porcéo de 100 g da baga do cacto puro pode
contribuir com cerca de 51,9% a 95% da ingestao diaria recomendada de vitamina C
(Gebhardt et al., 2008)

Como se pode observar na tabela 17, foi possivel obter para as cascas dos
frutos de Cereus fernambucensis — manacaru a concentragdo de 178 mg/100g de

amostra, ja para a polpa dos frutos se verifica 22,94 mg/100g de Vitamina C.

AMOSTRAS TEOR DE VITAMINA C mg/ 100G
Casca do fruto de manacaru 178,00 mg / 100g
Polpa do fruto de manacaru 22,94 mg/ 100g

Tabela 17: teor de vitamina C (mg / 100g) na casca e polpa de Cereus

fernambucensis — manacaru.
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Como se pode observar na tabela 11, foi possivel obter para as cascas dos
frutos de Cereus fernambucensis — manacaru a concentragdo de 178 mg/100g de
amostra, ja para a polpa dos frutos se verifica 22,94 mg/100g de Vitamina C.

De acordo com Joseph (2004), os cactos da espécie Opuntia lindheimeri,
Opuntia stricta var. strictaem, em relagdo ao conteudo total de acido ascorbico
variaram 10-111 mg de peso / g das cascas dos frutos.

José A. et al. (2010), verificam que o teor de acido ascérbico variou 14,5-23,3
mg/100 g de polpa dos frutos de cactaceae. A Opuntia undulata, apresentou 14,5
mg/100g, para a espécie Opuntia ficus-indica, cerca de, 18,5 mg/100g, ja na espécie
Opuntia stricta se observa 23,3 mg/100g de Vitamina C. Tais resultados quando
comparados com os dados obtidos a partir da polpa dos frutos de Cereus
fernambucensis - manacaru que, sao inferiores,verifica-se que apenas a espécie
Opuntia stricta corroborou com os resultados aqui apresentados.

Herrera-Hernandez, et al. (2011) ao estudarem outro membro de Cactaceae, a
espécie Myrtillocactus geometrizans apresentaram valores bem altos de vitamina C
(310-380 mg / kg, FW), para os frutos maduros.

Corral-Aguayo et al., (2008) verificaram resultados semelhantes em seus
experimentos, quando comparados com base de peso fresco, em que se pode notar
que o teor de vitamina C de cacto (311,4-582,4 mg / kg,) € maior do que na maioria
das frutas comuns, tais como ameixa (95 mg / kg), de uva (108 mg / kg), de maca (46
mg / kg), péssego (10 mg / kg), banana (87 mg / kg), amora (209 mg / kg), e mirtilo
(97 mg / kg).

Yahia e Mondragon-Jacobo, em suas analises utilizando CLAE verificaram
para diferentes espécies de Cactaceae o teor de Vitamina C, dentre eles o maior teor
de acido ascoérbico foi observado em Opuntia robusta, seguido por Opuntia
streptacantha com 4000 e 2100 mg/100 g, respectivamente. Um menor teor de acido
ascorbico foi observado em Opuntia. ficus-indica e Opuntia. megacantha com niveis
variando entre 1200 a 1400 mg/100 g.
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6. RESUMO E CONCLUSOES

Neste trabalho se avaliou o perfil quimico das cascas dos frutos de manacaru
(Cerus fernambucensis - Cactaceae), a medida da quantificacdo da atividade
antioxidante, o que em tese pode justificar seu uso popular como antioxidante e um
possivel alimento funcional. Para a obtencao do extrato bruto, as cascas dos frutos
de manacaru foram separadas das sementes e submetidas a extracdo aquosa e
metandlico. Os fracionamentos cromatograficos foram utilizados com o intuito de se
obter uma substancia purificada e para o conhecimento do perfil quimico do extrato.
Apos a purificagdo das substancias isoladas, estas foram enviadas ao RMN para sua
elucidagao estrutural. O extrato, sobrenadante, fracbes do extrato aquoso e padroes
quimicos foram avaliados quanto a sua atividade antioxidante. Foram realizadas as
analises de taninos e fendis totais do extrato aquoso e metandlico do manacaru.
Foram avaliados o teor de vitamina C das cascas e polpa do manacaru por titulagao.
Também foi avaliado o teor de acucar das cascas e da polpa do fruto de manacaru

por CLAE. As principais conclusdes do estudo podem ser assim resumidas:
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6.1 Avaliacao do Perfil Quimico

O extrato aquoso das cascas dos frutos de manacaru, apds varios processos
cromatograficos, quando avaliado por CCD e por CLAE, apresentou nos
cromatogramas referentes as substancias isoladas (RD01) e (RD02) oriundas da
fragdo butandlica a indicacdo da presenca dos flavonoides. Os cromatogramas
dessas amostras, apresentaram um pico majoritario em 16,46 para a (RD01) e 16,45
para (RD02), essas foram enviadas para RMN, e elucidadas as suas estruturas, de
acordo com dados espectroscopicos, foi identificada como: (RD01) isoramnetina-3-

O-rubinosidio e para (RD02) isoramnetina-3-O-raminosidio.

6.2 Avaliagcao da Atividade Antioxidante

Foram avaliados o Extrato Aquoso ( EMA), o Sobrenadante (S) e as fragbes
oriundas do extrato aquoso, Fracdo hexanica ( FH), fragdo acetato de etila
( FAcet.Et.), fracao butandlica (FB) e o padrao (BHT). O sobrenadante (S) e a fragao
butandlica, apresentaram uma capacidade antioxidante superior a 90 %, ja o Extrato
acima de 80%, a fragdo acetato de etila acima de 60% de sequestro de radicais

livres.

6.3 Avaliagao do Teor de Taninos e Fendis Totais

Observa-se que os teores de taninos condensados concentram-se no extrato
aquoso, nao sendo detectados teores de taninos hidrolisaveis.

Foram detectados teores de fendis totais tanto no extrato aquoso das cascas
dos frutos de Manacaru, quanto no extrato metandlico das cascas dos Frutos de
manacaru, sendo que se pode notar que ha uma concentracdo dos teores de fenodis

totais no extrato metandlico das cascas dos frutos de manacaru maior.
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6.4 Avaliagao do Teor de Vitamina C

Foram avaliados o teor de Vitamina C das cascas dos frutos de manacaru e
da polpa por titulacdo, e é possivel observar que o teor de vitamina C do fruto de
manacaru encontra-se mais concentrado na casca que na polpa. Tal resultado é
significativo quando comparado a outras frutas comumente utilizadas no cotidiano

como: uva, ameixa, maga, péssego e banana.

6.5 Avaliagao do Teor de Agucares

Na analise de agucares redutores na polpa e nas cascas dos frutos de Cereus
fernambucensis — manacaru foram injetados 2 padrdes, a glicose e a frutose, com a
finalidade de se quantificar esses agucares nas frutas da espécie vegetal. Observou-
se que 0s agucares concentraram-se significativamente na polpa, isso corroborou

para o conhecimento a respeito desta familia.
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