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Um método de separagdo e quantificagdo por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE) em fase
reversa foi desenvolvido usando agua (0,05% de TFA):acetonitrila (0,05% de TFA) como fase movel,
em sistema gradiente para a analise dos flavan-3-6is presentes em extrato semipurificado das cascas de
Stryphnodendron adstringens, Stryphnodendron polyphyllum e Stryphnodendron obovatum. A CLAE
foi realizada com a fragdo acetato de etila (FAE) sendo submetida a extragdo em fase solida (cartucho
C18-E) com metanol:agua (2:8), filtrada por membrana de porosidade 0,5 um; a pré-coluna e coluna
empregadas foram Phenomenex® Gemini C-18 (5 pm), com esta Gltima mantida a 30 °C, com vazao de
0,8 mL/min e detecgdo a 210 nm. Utilizaram-se solu¢des dos padrdes de acido galico e galocatequina
para a obtengdo da curva analitica. O método proposto foi validado de acordo com a resolugdo RE n°
899/2003 da ANVISA. A analise quantitativa da FAE das trés espécies mostrou que existe similaridade no
teor de galocatequina. S. adstringens possui acido galico em uma proporgdo superior a 60% em relagao
as outras duas espécies. A metodologia desenvolvida mostrou-se viavel a aplicagdo em plantas ricas em
taninos, como nos casos de S. adstringens, S. polyphyllum ¢ S. obovatum.

Unitermos: Stryphnodendron adstringens. Stryphnodendron polyphyllum. Stryphnodendron obovatum.
Cromatografia liquida de alta eficiéncia. Taninos/determinacdo quantitativa. Analise quantitativa.

A method of separation and quantification by reverse-phase high-performance liquid chromatography
(HPLC) was developed, using water (0.05% TFA):acetonitrile (0.05% TFA) as the mobile phase in a
gradient system. Flavan-3-ols present in a semipurified extract from the stem bark of Stryphnodendron
adstringens, Stryphnodendron polyphyllum and Stryphnodendron obovatum were analyzed. The HPLC
was performed with the ethyl-acetate fraction (EAF) using a solid-phase extraction on cartridges C18-E
with methanol:water (2:8), filtered through a membrane of 0.5 um pore size; the column was Phenomenex®
Gemini C-18 (5 pm) at 30 °C, with a flow rate of 0.8 mL/min. The analysis was done at 210 nm. Gallic
acid and gallocatechin solutions were used as calibration standards. The proposed method was validated
by resolution RE No. 899/2003 of the National Health Surveillance Agency. Quantitative analysis of the
EAF showed high contents of flavan-3-ols in the stem bark of all three species. This study demonstrated
that it is possible to determine the concentration of individual substances in tannin-rich plants. The system
developed can be used as a chromatographic profile for the semipurified fraction of S. adstringens, S.
polyphyllum, and S. obovatum.

Uniterms: Stryphnodendron adstringens. Stryphnodendron polyphyllum. Stryphnodendron obovatum.
High-performance liquid chromatograhy. Tannins/quantitative determination. Quantitative analysis.

INTRODUC AO Stryphnodendron polyphyllum Mart. e Stryphnodendron
obovatum Benth. sdo plantas medicinais que crescem
Stryphnodendron adstringens (Mart.) Coville, —abundantemente nas regides de cerrado do Brasil, e
pertencem a familia Leguminosae (Occhioni, 1990).
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mento de diarréia, leucorréia, como coagulante sangiiineo
e cicatrizante (Corréa, 1926).

A composicao quimica das espécies de Stryphnoden-
dron avaliadas até o presente em cascas, folhas e sementes
sugere um contetido quimico constituido por: sapogeninas
(Tursch et al., 1963; 1966), galactomananas (Reicher et al.,
1992), flavondides (Pereira, Andrade, Pil6-Veloso, 2002) e
principalmente taninos (Mello, Petereit, Nahrstedt, 1996a;
1996b; 1999; Lopes et al.,2003; Sanches et al., 2005; Lopes
etal.,2008). As cascas da espécie S. adstringens, constante
da Farmacopéia Brasileira, apresentam um conteudo mini-
mo de 8% taninos (Farmacopéia Brasileira, 2002).

Estudos com as cascas das espécies do género
Stryphnodendron tem demonstrado: atividade antimicro-
biana (Bersani-Amado et al., 1996; Alves et al., 2000;
Lopes et al., 2003; Sanches et al., 2005), antiviral (Felipe
etal.,20006), cicatrizante (Jorge-Neto et al., 1996, Palermo
et al.,2002; Lopes et. al., 2005), antitlcera (Audi ef al.,
1999), antioxidante (Lopes et al., 2005), antiinflamatoria
(Lima, Martins, De Souza, 1998), antileishmania (Jorge
etal., 1996), atividade tripanocida in vivo (Herzog-Soares
et al.,2002), moluscicida (Bezerra et al., 2002), atividade
frente ao tripanosomatideo Herpetomonas samuelpessoai
(Holetz et al., 2005) e frente a Candida albicans (Ishida
etal.,2006).

Portanto, diante do potencial farmacoldgico das
espécies de Stryphnodendron, e visando um possivel
desenvolvimento tecnoldgico de seus extratos, esse tra-
balho tem por objetivo o desenvolvimento de métodos de
separa¢do e determinagdo de taninos presentes em extratos
semipurificados das cascas.

MATERIAL E METODOS
Material vegetal

As cascas de Stryphnodendron adstringens (Mart.)
Coville foram coletadas em novembro de 1999 em Sao
Jeronimo da Serra, PR (23°43°7,8” S; 50°45°23,5” W; 926
m altitude), as de Stryphnodendron polyphyllum Mart. em
dezembro de 2002 em Abadia de Goias, GO (16°45°32,4”
S; 49°25°06,5”” W; 860 m de altitude) e as de Stryphnoden-
dron obovatum Benth. em fevereiro de 2001, em Assis, SP,
(22°35°20,87’S; 50°24°18,7°W; 546 m altitude; autoriza-
¢do do Instituto Florestal de Sao Paulo, n°. 42.697/2002).
A identificagdo das espécies foi realizada pela Prof. Dra.
Céssia Monica Sakuragui e os documentos taxondmicos
encontram-se depositados no Herbario da Universidade
Estadual de Maringa, sob os nimeros HUEM 3800, 9139
e 8583, respectivamente.
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Preparacao dos Extratos

Os extratos foram obtidos por turbo extragao (Ultra-
turrax ® UTC115KT; 20 min; t<40 °C) a 10% (m/v) da
droga vegetal, usando como liquido extrator uma mistura
acetona:agua (7:3). Apo0s, os extratos foram filtrados e eva-
porados sob pressao reduzida e liofilizados (EB). Os EBs
foram dissolvidos em dgua e particionados com acetato
de etila, dando origem a duas novas fragoes semipurifica-
das: fracdo acetato de etila (FAE) e fragdo aquosa (FAQ)
(Mello, Petereit, Nahrstedt, 1999).

Solventes e outros materiais

Acetonitrila (grau HPLC, Mallinckrodt), acido tri-
fluoroacético (TFA) (Merck) e agua ultrapurificada (Milli-
Q, Millipore) com condutividade de 18 m€ foram usados
para o preparo da fase mdvel usada no desenvolvimento
dos cromatogramas. Acido galico e galocatequina (Sigma)
foram usados como padrao externo.

Cartuchos Strata C18-E (55 um, 70A), com capa-
cidade de extragdo de 200 mg/3 mL, foram usados para a
extracdo em fase solida.

A fase movel foi filtrada com membrana 0,45 pm
(FHUP04700, Millipore). Para filtragdo das amostras,
utilizou-se membrana FHLP01300 de porosidade 0,5 pm
(Millipore).

Equipamento e condicdes cromatograficas

Foi empregado cromatografo a liquido Gilson mo-
delo 321, injetor manual Rheodine e al¢a de inje¢ao de 20
uL, detector de comprimento de onda variavel Gilson UV/
VIS 156, sistema de desgaseificagdo de solvente Gilson
Degasser 864 e forno Gilson 831. A temperatura do forno
para coluna foi mantida em 30 °C e os cromatogramas
foram observados a 210 nm, com detectibilidade de 0,5
AUFS. O sistema de controle foi realizado pelo software
UniPoint LCNT®. Para o desenvolvimento dos cromato-
gramas, foram usados pré-coluna (4 x 3 mm d.i.) e coluna
(250 x 4,6 mm d.i.) C-18 Phenomenex®, modelo Gemini,
porosidade 5 pm. A separag¢ao cromatografica foi realizada
utilizando agua: 0,05 % de TFA (v/v) (fase A) e acetoni-
trila: 0,05% de TFA (v/v) (fase B) em sistema gradiente,
com vazao de 0,8 mL/min. O programa estabelecido foi:
0 min: 5% fase B; 10 min: 19,35% fase B; 13,5 min: 25%
fase B; 23 min: 38% fase B; 25 min: 75% fase B; 28 min:
5% fase B; 32 min: 5% fase B; o volume injetado foi de
100 pL. Os picos dos cromatogramas foram identificados
e comparados com o tempo de retencao dos padrdes acido
galico e galocatequina. Para andlise da especificidade foi
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empregado cromatografo a liquido Varian ProStar 240 com
detector de arranjo de fotodiodos Varian 330. O sistema
de controle foi realizado pelo software System Control
Varian Star. Para o desenvolvimento dos cromatogramas
as condi¢des seguem como acima.

Preparo das amostras para analise por CLAE

O extrato purificado (FAE; 5 mg) foi retomado com
1 mL de metanol:agua (2:8, v/v) e extraido em cartucho
C18-E, previamente acondicionado. Foram eluidos 9 mL
de metanol:agua (2:8), sendo o eluato recolhido em balao
volumétrico de 10 mL com aferi¢ao de volume. As solu-
¢Oes foram filtradas através de membrana FHLP01300
e aplicadas no injetor cromatografico com auxilio de
microsseringa com capacidade para 200 pL.

Curva analitica da galocatequina e acido galico

Aproximadamente 3,8 mg, exatamente pesados, de
galocatequina padrao foram dissolvidos em metanol:agua
(50:50, v:v) em balao volumétrico de 25 mL. A partir
desta solugao foram realizadas dilui¢des para obter con-
centragdes de 1,14; 2,28; 4,56; 9,12 ¢ 18,24 ng/mL. De
forma semelhante, realizou-se com o acido galico padrao.
Aproximadamente 10 mg, exatamente pesados, foram
dissolvidos em metanol:agua (50:50, v/v) em baldo volu-
métrico de 100 mL. A partir desta solugao foram realizadas
dilui¢des para obter concentragoes de 2,0; 4,0; 8,0; 14,0 e
16,0 pg/mL. As solugdes foram filtradas através de mem-
brana (FHLP01300) de porosidade 0,5 um e aplicadas
no injetor cromatografico com auxilio de microsseringa
com capacidade de 200 pL. As areas dos picos referentes
ao acido galico e galocatequina (padrdo e amostras) fo-
ram determinadas por integragdo e as concentragdes nas
amostras foram calculadas através da curva de regressao
linear definida pela equacdo: y = ax + b.

Parametros de validacao

Especificidade

A especificidade do método proposto foi demons-
trada através da inje¢do em quintuplicata das solugoes
de amostras e dos padroes acido galico e galocatequina,
previamente filtrados, em cromatografo Varian ProStar
240 com detector de arranjo de fotodiodos Varian 330.

Linearidade

A linearidade foi determinada pela curva analitica
desenvolvida por CLAE, para os padrdes acido galico e
galocatequina. A faixa de concentracao apropriada foi

determinada. O coeficiente de correlagdo, a intersec¢do
com o eixo Y, o coeficiente angular ¢ demais parametros
foram obtidos através da analise de variancia realizada
pelo programa STATISTICA®.

Limite de detecgao (LD) e limite de quantificagao (LQ)

Os limites de deteccdo e de quantificagdo foram
determinados através da relagdo entre o desvio-padrao da
curva analitica e o coeficiente angular, usando-se o fator
multiplicador apropriado, conforme sugerido na RE n°
899/03 (Brasil, 2003).

Precisao

* Precisao intra-corrida (repetibilidade)

O teste de repetibilidade foi realizado através de
trés repetigdes, utilizando-se seis determinagdes para a
solucdo de extratos semipurificados, realizadas pelo mes-
mo analista, no mesmo laboratorio, verificando-se se 0s
resultados encontravam-se dentro da diferenca maxima
aceitavel. As areas dos picos correspondentes ao acido
galico e galocatequina foram determinadas a 210 nm.
Os valores de area dos picos obtidos foram registrados e
comparados, avaliando-se a precisdo do método através
do desvio-padrao e do coeficiente de variagao.

* Precisao intermediaria (precisao intercorridas)

A precisdo intermediaria foi expressa através de
variagdes do mesmo laboratério, em dias diferentes, por
analistas diferentes e determinadas em trés replicatas.

e Analise estatistica

A analise estatistica dos dados foi realizada através
de analise de variancia ANOVA, onde os resultados sdo
considerados significativos quando a probabilidade ¢ in-
ferior a 5% (p<0,05) pelo teste ¢ de Student, com nivel de
significancia 0=0,05. A avaliagdo estatistica dos resultados
foi realizada através do Software Prisma®, STATISTICA®
e Excel®.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Para remover os interferentes da matriz, e viabilizar
uma eficiente purificagdo do extrato, optou-se pela extra-
¢do em fase solida. A extracdo de substancias fenolicas
de alta massa molar do extrato vegetal ¢ de grande impor-
tancia, pela interagdo que essas substancias apresentam
com a fase estacionaria; o que pode causar grandes danos
a coluna analitica, levando a interferéncia no processo
cromatografico (Glowniak, Zgorka, Kozyra, 1996). O uso
de cartuchos C18 na purifica¢do de proantocianidinas foi
reportado anteriormente por Suarez, Picinelli, Mangas
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(1996), Papegiannopoulos et al. (2002) e Garcia, Cancho
Grande, Gandara (2004), sendo considerado um excelente
método de purificacao prévia.

Na extracdo em fase solida (cartucho C18-E), a elui-
¢do com 9 mL de metanol:agua (2:8) resultou na completa
extracdo das substancias de menor massa molar (mondme-
ros, dimeros e trimeros), possibilitando a caracterizacao
por CLAE desses extratos. Esses resultados foram obtidos,
apo6s a otimizagdo e avaliacdo de diferentes polaridades
entre metanol:dgua como sistema eluente.

Os extratos de S. adstringens, S. polyphyllum e S.
obovatum apresentam teor em taninos totais da ordem de:
19, 12 ¢ 19%, respectivamente (Audi et al., 2004; Lopes et
al.,2005); apresentando em sua constitui¢do quimica subs-
tancias com diferentes graus de polimerizagao e classes de
taninos condensados (profisetinidinas, prorobinetinidinas
e prodelfinidinas).

A separagdo das proantocianidinas presentes nos
extratos ¢ dificultada, principalmente, pela similaridade
de estruturas. Para diminuir a interagdo entre os grupos
hidroxilas livres e a fase estacionaria, a fase movel foi
acidulada (TFA). Isto se fez necessario devido ao fato
de os flavan-3-06is serem mais estaveis em meio acido,
como reportado por Zhu et al. (1997). Além disso o uso
de TFA diminui a ionizagao dos grupos fenolicos entre as
separagdes. Portanto, a presenca de acido na fase movel
¢ essencial para a completa separac¢do dos flavan-3-6is
presentes na mistura, especialmente para a eliminacao de
cauda nos picos do cromatograma (Dalluge ef al., 1998).

As diminutas diferengas estruturais entre as substan-
cias, como a presenga ou mesmo auséncia de hidroxilas
ou metoxila, € suficiente para a obtencdo de boa separacdo
entre as mesmas, porque estas se distribuem na coluna,
de acordo com sua polaridade e forga eluotrépica do
sistema eluente (Szepesi, 1990). Porém, no caso de pro-
antocianidinas a ordem de elui¢do na coluna depende do
grau de polimerizacao da molécula, havendo significante
correlagdo entre o tempo de retengdo ¢ a massa molar da
substancia (Yanagida, Shoji, Kanda, 2002). Isto pode ser
observado na Figura 1, tendo em vista que as substancias
de baixa massa molar possuem um tempo de retengao
pequeno, enquanto que as substancias de alta massa molar
permanecem retidas por mais tempo na coluna.

A condigdo cromatografica descrita na metodologia
foi encontrada, depois da avaliacdo com diferentes fases
moveis e diferentes misturas de seus constituintes, entre
metanol, agua e acetonitrila.

Em estudo preliminar usando metanol:agua:acido
acético em coluna LiChrospher® 100 RP-18, as condi-
¢Oes de otimizagao para a separacdo das substancias ndo
foram mantidas, principalmente em relacdo ao tempo de
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retencdo. Isso se deve principalmente ao ajuste da forca
eluotrdpica inadequada e a faixa de pH.

O sistema gradiente desenvolvido resultou na com-
pleta separagdo dos picos de interesse em 32 minutos, in-
cluindo o tempo de equilibrio da coluna entre as injecdes.
Foram determinados os tempos de retengao do acido galico
e galocatequina na FAE das trés espécies vegetais analisa-
das. Com a finalidade de se determinar quais picos na FAE
correspondem as substancias acido galico e galocatequina,
foi realizada uma co-cromatografia. A adi¢ao das mesmas
ndo levou ao surgimento de novos picos, nem a alteragdo
da aparéncia dos ja existentes, aumentando especifica-
mente a intensidade daqueles com tempo de retengdo (t,)
semelhante aos das substancias de referéncia acido galico e
galocatequina. Através desta analise, foi possivel certificar
a identidade dos picos da FAE, como sendo aqueles das
mesmas substancias co-cromatografadas.

A validagao deste método de desenvolvimento anali-
tico foi realizada de acordo com as normas da Agéncia Na-
cional de Vigilancia Sanitaria, RE n® 899 (Brasil, 2003).

A seletividade do método foi avaliada pela analise
dos cromatogramas das solu¢des de FAE que apresentaram
boa resolucao dos picos de acido galico e galocatequina,
indicando que o método pode ser aplicado para a determi-
nacao seletiva destes polifenois em extrato semipurificado
das espécies Stryphnodendron (Figura 1).

A Figura 1 mostra o perfil cromatografico a 210 nm
dos extratos semipurificado (FAE) de S. adstringens, S.
polyphyllum e S. obovatum, respectivamente, mostrando
a boa separacdo entre acido galico e galocatequina, com
os respectivos tempos de retengdo: 10,0 e 11,3 min para
S. adstringens, 10,1 ¢ 11,3 min para S. polyphyllum, ¢ 9,4
e 10,6 min para S. obovatum. Os picos cromatograficos
obtidos apresentam-se simétricos e com boa resolucao da
linha de base.

A especificidade do método esta relacionada ao
evento da detecgdo e representa a capacidade de identificar
e quantificar uma substancia na presenca de interferentes
numa referida amostra, que constitua uma mistura com-
plexa. A resolucgdo entre os picos (4cido galico e galo-
catequina) na amostra, apds analise dos cromatogramas
empregando cromatografo com detector de arranjo de
fotodiodos, caracterizou a especificidade do método (da-
dos ndo mostrados). Os espectros no UV das substancias
(acido galico e galocatequina) comprovaram a auséncia
de impurezas, pois estes ndo variaram do inicio ao fim da
elui¢do dos picos.

Alinearidade foi avaliada pelo coeficiente de corre-
lacdo linear “R*” entre as areas do analito nos padrdes e as
concentragdes correspondentes destas substancias na cur-
va resposta. A comprovacao do teste foi realizada a partir
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FIGURA 1 - Perfil cromatografico a 210 nm do extrato semipurificado: a) S. adstringens, b) S. polyphyllum, ¢) S. obovatum. Picos
correspondentes ao acido galico e galocatequina. Condigdes cromatograficas: pré-coluna (4 x 3 mmd.i., 5 um), C-18, coluna (250
x 4.6 mm d.i.; 5 um), Phenomenex® Gemini C-18; fase movel: agua: 0,05 % de TFA (v/v) (fase A) e acetonitrila: 0,05% de TFA

(v/v) (fase B); 0 min: 5% fase B; 10 min: 19,35% fase B; 13,5 min:

25% fase B; 23 min: 38% fase B; 25 min: 75% fase B; 28 min:

5% fase B; 32 min: 5% fase B; vazdo: 0,8 mL/min; detecc¢do: 210 nm.

da analise de variancia (ANOVA) ¢ analise de residuos.

As curvas analiticas para os padrdes acido galico
e galocatequina estdo representadas nas Figuras 2 e 3,
respectivamente. O método mostrou-se linear entre as
concentracdes analisadas.

Através da medida da linearidade, com os dados
obtidos por area, foi calculado o limite de detec¢do e quan-
tificagdo, obtendo-se os valores de 0,16 ¢ 0,54 pg/mL para
o0 acido galico, ¢ 0,11 ¢ 0,38 ug/mL para a galocatequina,
respectivamente.
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FIGURA 2 - Curva analitica do acido galico. Valor minimo
do coeficiente de correlagdo (“R?*") estipulado pela RE n°® 899:
0,9900.

Os resultados de repetibilidade de cada extrato
encontram-se na Tabela I e mostram um coeficiente de
variagdo inferior ao especificado pela RE n°® 899, que es-
pecifica o limite do coeficiente de variacdo em 5,0%.

Os resultados de precisdo intermediaria de cada
extrato demonstrado na Tabela 11, avaliados através da
ANOVA, demonstram nao haver diferenga significativa
em nivel de 95% de confian¢a entre os valores.

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22 24 26

Concentragdo (pg/mL)
FIGURA 3 - Curva analitica da galocatequina. Valor minimo

do coeficiente de correlagdo (“R?’) estipulado pela RE n°® 899:
0,9900.

A partir dos dados apresentados na Tabela I, € possi-
vel observar na comparagao entre as espécies, a ocorréncia
de maior teor de acido galico em S. adstringens, superior
a 60%, quando comparado com as outras duas espécies,
sendo que a concentragao de galocatequina, no entanto, €
similar entre as trés espécies. Este resultado referenda a
peculiar proximidade taxondmica entre as espécies.

TABELA 1 - Avaliagio da repetibilidade dos extratos de S. adstringens, S. polyphyllum e S. obovatum.

Amostra Concentracdo (ug/mL), [X £dp (CV%)]
Acido galico Galocatequina
S. adstringens 0,279 + 0,009 (3,32%)* 0,399 + 0,003 (0,75%)

S. polyphyllum

S. obovatum

0,106 + 0,001 (1,69%)*
0,092 + 0,004 (4,84%)*

0,378 + 0,004 (1,11%)*
0,380 £ 0,01 (3,01%)

* Pico com tempo de retencdo observado com area menor do que LQ e/ou LD

TABELA Il — Avaliagdo da precisdo intermediaria dos extratos de S. adstringens, S. polyphyllum e S. obovatum [X + dp (CV%)].

Analista Dia S. adstringens S. polyphyllum S. obovatum
Acido Galico  Galocatequina  Acido Galico  Galocatequina  Acido Géalico ~ Galocatequina
A-1 Dial  0,2855+0,008  0,3911+0,007  0,1042+0,002  0,3757+0,004  0,0933+0,003  0,3835+0,004
(3,07%)* (2,02%) (2,50%)* (1,12%)* (4,06%)* (1,25%)
Dia2  0,2858+0,011  0,3947+0,005  0,1055+0,002  0,3829+0,009  0,0896+0,004  0,3828+0,012
(4,01%)* (1,46%) (2,63%)* (2,49%) (4,64%)* (3,21%)
A-2 Dia3  0,2813+0,002  0,3910+0,009  0,1059+0,001  0,3799+0,007  0,0926+0,004  0,3815+0,009
(0,94%)* (2,42%) (0,88%)* (1,95%)* (4,36%)* (2,44%)
Dia4  0,2834+0,010  0,3944+0,008  0,1068+0,002  0,3829+0,008  0,0910+0,004  0,3848+0,009
(3,57%)* (2,23%) (2,34%)* (2,27%) (4,40%)* (2,47%)

* Pico com tempo de retengdo observado com area menor do que LQ e¢/ou LD
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CONCLUSOES

O método de separagdo otimizado neste trabalho
permitiu a determinagdo do acido galico e da galocate-
quina presentes na fracdo acetato de etila das espécies
em estudo.

O uso de cartuchos C18-E como suporte para a
extragcdo em fase solida, permitiu melhor resolucao e re-
petibilidade na separagdo cromatografica; e a fase movel
acidulada, em sistema gradiente, resultou na diminui¢ao
no tempo de analise.

Em vista dos resultados obtidos, a metodologia aqui
aplicada demonstrou potencial para sua aplicagdo em ou-
tros extratos vegetais ricos em taninos, como nos casos de
S. adstringens, S. polyphyllum e S. obovatum.
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