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RESUMO

Monitoramento de flavonoides totais e rutina em frutos de fava-d’anta (Dimorphandra
mollis Benth.)

A fava d’anta (Dimorphandra mollis Benth) € uma espécie do Cerrado e, por suas inimeras
potencialidades fitoquimicas, possui alto potencial econdmico. O fruto tem importancia
econdmica, pois é de onde a indUstria extrai principios ativos como rutina, quercetina e ramnose,
usados na fabricacdo de medicamentos e cosméticos. O ponto de colheita de plantas medicinais
varia de acordo com o 6rgédo da planta, estagio de desenvolvimento, época do ano e hora do dia.
A determinagédo do melhor periodo de colheita permite 0 maximo aproveitamento pés-colheita do
produto vegetal, por apresentar melhor qualidade dos compostos de interesse, sem 0 minimo de
perdas. Assim, objetivou-se avaliar a influéncia da época de coleta dos frutos e folhas de fava-
d’anta sobre o teor de flavonoides totais e de rutina nos frutos. As coletas foram realizadas na
zona rural do municipio de Montes Claros-MG. Realizaram-se cinco coletas, no periodo final de
maturacéo dos frutos (0, 7, 14, 21, 28 dias), com intervalos de 7 dias e as épocas de 0, 7 e 14
dias apresentaram frutos ainda com coloragdo verde. Ao 21 dias, foram observados frutos
marrons e outros verdes. No 28° dia, todos os frutos tinham coloracdo marrom. O estudo foi
conduzido em delineamento em blocos casualizados. Foram selecionadas 10 arvores em
producéo, sendo coletados frutos e folhas em cada época de coleta. Para analises morfolégicas,
0 comprimento, a largura e a espessura dos frutos foram mensurados. Foram determinados a
matéria seca e o teor de umidade dos frutos. Folhas e frutos foram submetidos a andlise de
flavonoides totais, e o teor de rutina foi analisado em frutos por CLAE. Os dados obtidos foram
submetidos a andlise de variancia e, quando significativo o teste F, foram ajustadas equacdes
de regresséo para as variaveis, em funcéo das épocas de coleta. O comprimento, a espessura
e a largura do fruto ndo foram influenciados pela época de coleta dos frutos, assim como o teor
de flavonoides, por espectrofotometria, no fruto e na folha. Para as caracteristicas peso seco e
umidade, o comportamento foi quadratico. O teor de rutina analisado por CLAE no fruto diferiu
estatisticamente, sendo a primeira época com o0 maior teor médio de 14,3%. Conclui-se que as
épocas de coleta avaliadas nao influenciam o teor de flavonoides totais de fava-d’anta, entretanto

ha maior teor de rutina quando os frutos estéo verdes.

Palavras chave: Plantas medicinais, CLAE, estagio de maturacéo.



ABSTRACT

Monitoring of total flavonoids and rutine in fava-d’anta's fruits (Dimorphandra mollis
Benth.)

The fava d’anta (Dimorphandra mollis Benth) is a Cerrado species and, due to its innumerable
phytochemical potentialities, has a high economic potential. The fruit has economic importance
because it is from where the industry extracts active principles such as rutine, quercetin, and
rhamnose, used in the manufacture of medicines and cosmetics. The collection point of medicinal
plants varies according to the organ of the plant, stage of development, time of year and time of
day. The determination of the best harvesting period allows the maximum post-harvest use of the
vegetal product because it presents better quality of the compounds of interest without the
minimum losses. Thus, the objective of this study was to evaluate the influence of the harvesting
period of the fruits and leaves of fava-d'anta on the total flavonoids and of rutine in the fruits. The
collections were carried out in the rural area of the city of Montes Claros-MG. Five collections
were made in the final maturation period of the fruits (0, 7, 14, 21, 28 days), with intervals of 7
days, being that the season 0, 7 and 14 days, presented fruits still with green coloration. At 21
days brown and other green fruits were observed. On the 28th day all the fruits had brown
coloration. The study was conducted in a randomized complete block design. Ten trees in
production were selected, and fruits and leaves were collected in each collection season. For
morphological analyzes, the length, width and the thickness of the fruits were measured. The dry
matter and the moisture content of the fruits were determined. Leaves and fruits were submitted
to the analysis of total flavonoids and the rutine content was analyzed in fruits by HPLC. The data
obtained were submitted to analysis of variance and, when significant the F test were adjusted,
regression equations for the variables, as a function of collection times. The length, thickness and
width of the fruit were not influenced by the time of fruit collection, as well as the flavonoid content,
by spectrophotometry, in the fruit and leaf. For the characteristics dry weight and humidity, the
behavior was quadratic. The rutine content analyzed by HPLC in the fruit differed statistically,
being the first season with the highest average OF 14,3It is concluded that the collection times
evaluated do not influence the total flavonoid content of fava-d'anta, however, there is a higher

rutine content when the fruits are green.

Keywords: Medicinal plants, HPLC, maturation stage.
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1 INTRODUCAO

O Cerrado possui grande diversidade de plantas medicinais e, dentre elas, destaca-se a
fava d’anta (Dimorphandra mollis Benth.), uma planta de porte arb6reo, com alto potencial
econdmico que possui inimeras potencialidades medicinais. Segundo Mendes et al. (2005), seus
frutos séo ricos em flavonoides, como rutina, quercetina e o aclcar ramnose, dentre outros. Os
flavonoides séo utilizados, principalmente, no desenvolvimento e fabricacdo de medicamentos e
cosmeéticos.

A rutina pertence a classe das vitaminas P e possui propriedades de interesse, para a
indastria farmacéutica e de cosméticos, entre elas, tonificar e aumentar a resisténcia dos vasos
capilares, diminuicdo da permeabilidade dos glébulos vermelhos, regular a absorcao de
nutrientes e, especialmente, a absor¢éo e funcionamento da vitamina C, entre outros (MENDES
et al. 2005).

Segundo Abiquifi (2015), a comercializacdo de quercetina de janeiro a junho de 2015 gerou
renda maior que 1,7 milhdes de ddlares, e as exportacdes de rutina, no mesmo periodo, atingiram
valor de 2,1 milhdes de ddlares. A demanda de rutina esta sendo atendida em apenas 60% de
sua totalidade, evidenciando uma tendéncia de expansdo do mercado mundial do produto
(GOMES; GOMES, 2000).

Antes vistos como compostos de residuos, alguns metabdlitos secundarios passaram a
serem vistos como commodities (BRISKIN, 2000; LAIRD; KATE, 2002). O entendimento do
metabolismo secundario em plantas resultou das pesquisas que visavam ao aumento da
producdo de compostos desejados para usos medicinais, arométicos e culindrios (MARCHESE
et al. 2009).

O ponto de colheita varia de acordo com o érgao da planta, estagio de desenvolvimento,
época do ano e hora do dia (SANTOS et al. 2008). Assim, o ponto de colheita se torna aspecto
fundamental, para estudos com plantas medicinais, pois a determinagdo do melhor periodo de
colheita permite 0 maximo aproveitamento do produto vegetal por apresentar melhor qualidade
e o minimo de perdas dos compostos de interesse (ANDRADE; CASALI, 1999).

Em razdo do potencial econdmico e medicinal da fava-d’anta e da necessidade de
informacdes referentes a época de coleta dos frutos, objetivou-se avaliar a influéncia da época

de coleta dos frutos e folhas de fava-d’anta sobre o teor de flavonoides e teor de rutina nos frutos.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

e Avaliar a influéncia da época de coleta dos frutos e folhas de fava-d’anta sobre o teor de
flavonoides totais e teor de rutina nos frutos.

2.2 Objetivos especificos

e Avaliar caracteristicas de frutos em cinco épocas de coleta: comprimento, largura, peso
seco.

e Determinar o teor de flavonoides totais e identificar quais flavonoides estdo em cinco
épocas de coleta do fruto.

e Correlacionar fatores climatolégicos com o teor de flavonoides e rutina nos frutos.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 Importancia da espécie

Segundo Merck (2006), o uso medicinal da fava d’anta (Dimorphandra mollis Benth.) esta
associado a presenca no seu mesocarpo de 6 e 30% de rutina (quercetina-3-rutinosidio),
glicosidio flavénico, que contém hesperidina e eiodictina incluidos no grupo dos bioflavonoides.
A rutina, a quercetina, a isoquerceina e a ramnose sdo 0s compostos extraidos da fava d’anta
de principal interesse. O produto de maior destaque € a rutina, comercializada em até 18 paises,
entretanto também sdo comercializadas a isoquercetina e a ramnose (MERCK, 2006).

O estado do Maranh&o esta em primeiro lugar, na producéo de rutina, contribuindo com
30%, seguido por Piaui (28%) e Minas Gerais (23%). Montes Claros. Mirabela, Japonvar,
Francisco Sa, Jequitai, Lontra, Patis e Brasilia de Minas sdo municipios de destaque na regido
Norte do estado, onde a producéo ¢é explorada e comercializada em maior quantidade (DORES,
2007).

A importancia da espécie, para a industria farmacéutica, esta na atividade antioxidante da
rutina. Yang, Guo e Yuan (2008) demostraram em estudo o potencial redutor, estabilizando
espécies reativas de oxigénio. E atribuida & rutina a eficacia no tratamento da artrite e atividade
anti-caandida (HAN, 2009), efeito anticonvulsivo em ratos (NASSIRI-ASL, SHARIATI-RAD,
ZAMANSOLTANI, 2008), antitumoral (WOO; JEONG; HAVEZ, 2005), anti-inflamatoério,
antialérgico, vasoativo, antibacteriano, antiviral, antiprotozoario (CALABRO et al. 2005) e, ainda,
¢ utilizada como hipolipidémica, citoprotetora, antiespasmaédica e anticarcinogénica (MAULUDIN;
MULLER; KECK, 2009).

3.2 Fava d’anta (Dimorphandra mollis Benth.)

A fava-d’anta (Dimorphandra mollis Benth.) da familia Fabaceae é nativa do Cerrado. Em
outras regibes pode ser conhecida popularmente por favela, falso-barbatiméo, canafistula,
cinzeiro, farinheiro ou faveira (LORENZI, 2002).

Encontrada no Cerrado de Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso
do Sul (LORENZI, 2008; PACHECO et al. 2010), possui porte médio e pode ser encontrada em
solos argilosos ou arenosos e em locais com altitude que variam entre 500 e 1700 metros
(GONCALVES et al. 2010). Sua altura varia de 8 a 14 metros, com tronco de 30 a 50cm de
diametro, identifica-se por ser uma espécie perene de porte médio, possui copa alta e rala. As
folhas séo alternas e bipenadas, contendo de 6 a 14 pares de pinas e medindo de 8 a 11 cm de
comprimento (LORENZI, 2008; LORENZI; MATOS, 2002). ALMEIDA et al. (1988) identificaram
que sua inflorescéncia possui espigas cilindricas na sua terminacdo, somando mais de 500
flores. As flores sdo hermafroditas, actinomorfas, sésseis e tém, aproximadamente, 3 mm de
comprimento, a coloracdo das flores varia do branco ao creme (LORENZI, 2002; LORENZI,
2008).
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Os frutos sdo legumes indeiscentes, achatados, lenhosos, de superficie irregular, rugosos,
de coloragdo marrom, medindo entre 16 e 26cm de comprimento, com mesocarpo farinaceo
adocicado, porém de sabor desagradavel (DORES, 2007; LORENZI, 2008). Podem ser
observadas até 20 sementes de coloracdo castanho-avermelhadas dentro de um fruto
(FERREIRA et al. 2001; LORENZI, 2008).

Relatos de Pereira (2006) e Nunes et al. (2012) indicam que a maturacao dos frutos é de
abril a julho, com pico de producdo em junho. Santos (2006) observou que, para obtencdo de
sementes, o ideal é que ocorra a colheita do frutos diretamente da arvore e, posteriormente,
seca-los ao sol, para facilitar a abertura manual e a liberacéo das sementes.

A coleta dos frutos é realizada por populacdes extrativistas, sendo os frutos coletados
antes da maturacdo. Essa pratica prejudica a sobrevivéncia da espécie, uma vez que a formacéo
das sementes € interrompida e, na maior parte das vezes, é retirada de seu ambiente nativo
(MENDES DE PAULA et al. 2007).

3.3 Flavonoides

Segundo Huber e Rodriguez-Amaya (2008), os flavonoides (Figura 1) sdo metabolitos
secundérios biossintetizados derivados da fenilalanina e do &cido acético, sendo o &cido
chiquiimico o precursor da fenilalanina (KARAM et al. 2013).

Entre os produtos de origem natural, os flavonoides sdo o grupo fenélico de maior
diversidade e estdo difundidos por toda a natureza. Eles sdo componentes de varios alimentos
que estdo presentes na dieta humana, como vegetais e frutas (YANG; GUO; YUAN, 2008), além
de bebidas como chéas e vinhos (BECHO; MACHADO; GUERRA, 2009). Estes alimentos séo
ditos funcionais, ou seja, sdo alimentos que auxiliam na conservagéo da saude e na prevengao
de doengas, que, em parte, devem-se aos flavonoides. Eles contribuem com vérias propriedades
benéficas a saude e, dentre elas, a propriedade antioxidante € uma das mais importantes.

De acordo com Soares (2013), os flavonoides sdo compostos polifendlicos encontrados
em sementes, frutos, cascas, raizes, folhas e flores. A familia, a espécie e o género das plantas
influenciam na disposi¢éo dos flavonoides, podendo apresentar diferencas estruturais do mesmo
tipo de flavonoides em diferentes 6rgéos da planta. Com isso, o mesmo flavonoide pode ser
encontrado em diferentes 6rgaos com teores variados (MACHADO et al. 2008). Machado (2005)
relata que diversos fatores abidticos naturais como radiacao solar, raios UV, periodos de seca
ou chuva, disponibilidade de nutrientes e esta¢cdes do ano, também, provocam mudangas no
metabolismo e na producéo de diversos flavonoides. Degaspari (2004) acrescenta que fatores
artificiais também podem influenciar na producgéo de flavonoides, por exemplo, alguns poluentes.

Beneficios associados aos flavonoides nos vegetais despertaram grande interesse de
pesquisadores. Diversas func¢des séo atribuidas aos flavonoides nas plantas. E responsavel pela
pigmentacdo em frutas, flores, sementes e folhas, tém importante funcdo de sinaliza¢éo entre
plantas e micrébios, na fertilidade de algumas espécies de vegetais (HUBER E RODRIGUEZ-

AMAYA. 2008), na prote¢éo contra a incidéncias de raios UV, na prote¢&@o contra microrganismos
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patogénicos, além de acdo antioxidante e alopatica e inibicdo enzimatica (MACHADO et al.
2008).

Os flavonoides, presentes em produtos naturais, estdo sendo utilizados na medicina
tradicional, para o tratamento de diabetes, sendo uma alternativa possivel para o controle dessa
doenca (GUERRA et al. 2009).

Em estudo realizado por Silva (2007), a rutina atuou de forma benéfica contra hemorragias
no tratamento preventivo de trombose. Estimulante da circulagdo, esse composto € utilizado em
mesoterapia e intradermatoterapia nos tratamentos contra celulite. Auxilia no preparo de cirurgias

em pacientes com ictericia.

FIGURAL - Estrutura quimica dos flavonoides

Fonte: Adaptado de Masek, Zaborski e Kosmalska (2011).

3.3.1 Rutina

A rutina (Figura 2) e seus derivados representam cerca de 95% do total dos flavonoides
ingeridos a partir do alimento, estando presentes em quantidades significativas (ARAUJO, 2012).
Entre os vegetais, destacam-se os frutos do Dimorphandra mollis Benth., Fagopyrum esculentum
e Sophora japonica L. (HUBER; RODRIGUE-AMAYA, 2008).

Frazoi et al. (2008) relatam que a rutina possui vasto espectro de atividades biologicas e
farmacolégicas como antioxidante, antiviral, antitumoral, anti-inflamatéria e antialérgica, Araujo
(2012) cita também atividades citoprotetora, vasoprotetora, antiproliferativa, antitrombética e
cardioprotetora.

Diversos estudos estéo sendo realizados por pesquisadores, a fim de avaliar os aspectos
de producao da espécie, para melhor conhecimento dos fatores que afetam o teor flavonoides
no fruto.

Pacientes com histérico de insuficiéncia venosa e fragilidade capilar relatam melhoras dos

sintomas de dor, queimacéo, sensacao de peso e cansago nas pernas, com a ingestdo de rutina.


https://www-sciencedirect-com.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1631074811000026?via%3Dihub#!
https://www-sciencedirect-com.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1631074811000026?via%3Dihub#!
https://www-sciencedirect-com.ez27.periodicos.capes.gov.br/science/article/pii/S1631074811000026?via%3Dihub#!
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Essa melhora se deve a normalizagdo da resisténcia e permeabilidade da parede dos vasos, que
possivelmente estédo ligados com algumas doencas hemorragicas ou hipertensdo (RASO et al.
2009). De acordo com Pedriali et al. (2005), baixa solubilidade dos flavonoides em agua é um
fator limitante, que reduz a biodisponibilidade da rutina quando esta se encontra no organismo

humano.

FIGURA 2 - Estrutura quimica da Rutina
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Fonte: Adaptado de Lucci e Massafera (2009).

3.3.2 Fatores que influenciam a producéo de flavonoides

Importantes componentes da alimentagdo dos seres humanos, os flavonoides estéo
presentes em frutas, hortalicas, sementes, flores e em seus produtos derivados. Os flavonoides
sdo encontrados em vegetais, sendo constituintes da dieta humana. Diversos fatores influenciam
a qualidade dos compostos das plantas, tais como: variagdes climaticas, solo, época de colheita,
caracteristicas genéticas da planta, condicbes de secagem e tempo de armazenamento
(BARBOSA et al. 2006).

Os flavonoides podem variar entre as diferentes espécies empregadas na alimentagéo.
Assim, em estudo realizado por Franke et al. (2004), utilizando 50 amostras de vegetais,
abrangendo grande diversidade de frutas, hortalicas e alguns derivados, consumidos no Hawaii,
encontraram concentragdes de quercetina diversas (<0,2-238 ug g?), sendo o flavonoide mais
comumente encontrado. A cebola foi o vegetal estudado que apresentou maiores teores (238 pg
gh).

A época do ano pode influenciar no teor de flavonoides em hortalicas e outros produtos
agricolas. Em estudo com Dimorphandra mollis Benth., realizado por Macedo et al. (2004), o
intervalo entre a primeira e a terceira época de coleta foi de 52 dias; a primeira época de coleta

dos frutos, em que os frutos estavam com coloracdo verde, conteve maior quantidade de
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flavonoides totais, em relacdo a terceira época de coleta dos frutos, em que os frutos estavam
com coloragdo marrom.

No Brasil, Arabbi et al. (2004) quantificaram os flavonoides presentes em almeirdo, ricula
e alface lisa e encontraram niveis bem maiores, no segundo semestre de 2001, quando
comparados ao primeiro semestre de 2002. Em estudo com margarida, Siatka e Kasparova
(2003) observaram que o teor de flavonoides varia consideravelmente durante o ano, sendo o
menor teor em marco, aumentando gradualmente até agosto e diminuindo novamente. Coletadas
de guabiroba, na primavera, apresentaram maiores teores de flavanonas e chalconas que as
coletas realizadas no verao e outono (COUTINHO et al. 2010). Plantas de carqueja cultivadas e
silvestres apresentaram maior teor de flavonoides em estacéo chuvosa do ano, em comparacéo
com estacBes secas (SILVA et al. 2006).

Entre os fatores que afetam a producgdo de flavonoides, a luz tem grande importancia.
Gliszczynska-Swiglo et al. (2007) estudaram a cultura do brécolis e concluiram que os teores de
flavondis estdo correlacionados positivamente com a radiagdo UV em todos os estdgios da
cultura.

O estadio de desenvolvimento, também, pode influenciar o teor de flavonoides,
especialmente no caso dos frutos. Hu et al. (2018) observaram uma diminui¢cdo dos teores de
flavonoides, na polpa de manga, durante o amadurecimento. Corrales-Bernal et al. (2014),
também, relataram que a manga verde tem 45% a mais de flavonoides do que a manga madura.
Em morangos, as concentracdes de polifendis e flavonoides sédo maiores, quando os frutos estao
verdes e diminuem no decorrer do amadurecimento (Cheng e Breen, 1991; Wang e Lin, 2000).
Griesser et al. (2008) encontraram maiores teores de quercetina e kaempferol em frutos verdes

de morango e seus niveis diminuiram no decorrer do desenvolvimento do fruto.
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Monitoramento de flavonoides totais e rutina em frutos de fava-d’anta (Dimorphandra
mollis Benth.)
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Universidade Federal de Minas Gerais, Avenida Universitaria, Universitario, 1000, Montes
Claros, MG, Brasil; *Autor para correspondéncia: iago-thomaz@hotmail.com

RESUMO

Objetivou-se com este trabalho avaliar a influéncia da época de coleta dos frutos de fava-d’anta
sobre o teor de flavonoides totais e rutina. Foram selecionadas 10 arvores em produc¢éo, sendo
coletados frutos e folhas em cada época de coleta. Realizaram-se cinco coletas, no periodo final
de maturacéo dos frutos, com intervalos de 7 dias. O estudo foi conduzido no delineamento em
blocos casualizados. Foram mensurados o comprimento, a largura, a espessura dos frutos, o
teor de flavonoides totais em folhas e frutos e andlise de rutina por CLAE em frutos. Os dados
obtidos foram submetidos a analise de variancia e de regressdo. O comprimento, a espessura e
a largura dos frutos ndo foram influenciados pela época de coleta, assim como o teor de
flavonoides totais no fruto e na folha. Para as caracteristicas peso seco e umidade, o
comportamento da equacao foi quadratico. O teor de rutina analisado por CLAE no fruto diferiu
estatisticamente, sendo a primeira época com o maior teor médio 14,3%. Conclui-se que, ao final
do desenvolvimento dos frutos, a época de coleta avaliada ndo influencia no teor de flavonoides

totais de fava-d’anta, entretanto apresenta maior teor de rutina quando os frutos estéo verdes.

Palavras chave: Plantas medicinais, CLAE, estagio de maturacao.
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INTRODUCAO

O bioma Cerrado é rico em diversidade de espécies, possuindo compostos naturais com
acOes terapéuticas, entre eles, estdo os flavonoides. Esses compostos possuem baixos efeitos
colaterais (REIS, 2015).

Segundo Nunes (2010), a exploracdo das plantas medicinais do cerrado constitui
alternativa de manutengédo das populagdes locais, que, em razédo da falta de agua, da escassez
de nutrientes no solo e da falta de investimento na area, passam por dificuldades para cultivar
culturas de subsisténcia.

A espécie Dimorphandra mollis Benth., conhecida por fava d’anta, é nativa do Cerrado e
utilizada como fonte de renda pelas populac8es locais. Seu fruto é rico nos flavonoides rutina e
guercetina, que séo utilizados pela industria farmacéutica na preparacdo de medicamentos e
cosméticos (DORES, 2007; SUDRE et al. 2011). Desse modo, a fava-d’anta possui grande
potencial econémico (GIULIANO et al. 2005), com amplo uso em diversos segmentos da
sociedade, como comunidades tradicionais, raizeiros, empresas fabricantes de esséncias e de
aromas, laboratérios farmacéuticos, homeopdticos, inddstrias alimenticias, ervanarios e feiras
(CALDEIRA JUNIOR et al. 2008). Para a comunidade extrativista do Norte de Minas Gerais, a
comercializagdo do fruto representa importante fonte de renda, revelando a importancia

econdmica da espécie para regido (COTA, 2017).

Os flavonoides séo compostos fendlicos com estrutura baseada no 2- fenil-benzopirano,
que estdo distribuidos nas partes aéreas, como as flores, folhas, caules ou frutos. Possuem
diversas fungbes na planta, como a protec@o contra raios ultravioleta e visivel, contra fungos,
insetos, virus e bactérias e atuam no controle dos horménios vegetais e dos agentes alelopaticos
(NUNES, 2010). Dentre os flavonoides, de acordo com Montano et al. (2007), a rutina tem grande
importancia, atuando na capacidade de aumentar a forca dos capilares e regular sua

permeabilidade.

A época de colheita do material vegetal de interesse é um fator essencial, para o teor de
substancias ativas, em espécies medicinais e aromaticas, pelo teor de tais compostos ndo serem
constantes, durante o ano ou periodo, em que estdo presentes em determinados érgdos da
planta. Como exemplo, as varia¢des sazonais no contetdo de praticamente todas as classes de
metabolitos secundarios, como flavonoides (BROOKS; FEENY, 2004). Deste modo, o objetivo
deste trabalho foi avaliar a influéncia da época de coleta dos frutos e folhas de fava-d’anta sobre

o teor de flavonoides e teor de rutina nos frutos.

Material e métodos

Os frutos e folhas de Dimorphandra mollis Benth. foram coletados no municipio de

Montes Claros, Minas Gerais, no periodo de 21/junho e 25/julho de 2017. O clima apresentado
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por essa regiao é classificado por Képpen como Aw, clima tropical, com estagdo seca de inverno.
Os dados climaticos, durante o periodo experimental, sdo mostrados na Tabela 1.

TABELA 1 - Dados climatologicos do periodo de 21/junho a 25/julho de 2017, no municipio de
Montes Claros — MG, Brasil.Fonte: INMET, 2018

Dias apds o maximo Temperatura média (°C) Umidade do ar (%)  Radiacao (kj/m2)
comprimento

0 21,71 51,15 582,99
7 20,31 54,11 543,27
14 19,40 57,90 572,40
21 20,67 54,33 654,12
28 21,09 45,86 787,35

Utilizou-se o delineamento experimental em blocos inteiramente casualizados, com cinco
tratamentos referentes aos dias, apds o crescimento maximo do fruto (DACM) (0, 7, 14, 21, 28
dias) com 10 repeti¢cdes, sendo cada parcela formada por dois frutos coletados por arvore. Foram
realizadas coletas da terceira folha completamente expandida do ramo em que foram coletados
os frutos. Os frutos e folhas coletados foram armazenados em sacos plasticos, identificados e
levados ao Instituto de Ciéncias Agréarias da Universidade Federal de Minas Gerais (ICA-UFMG)

para posteriores andlises morfologicas e quimicas.

Para andlises morfologicas, foram mensurados o comprimento (H), com o auxilio de
régua graduada; largura (L) e a espessura (E) dos frutos, com paquimetro digital com precisdo
de 0,01mm. Os frutos e folhas foram pesados e, em seguida, acondicionados em sacos de papel
pardo e levados a estufa de circulacdo forcada de ar a 65 °C, até obter peso constante, para a
determinacé@o da matéria seca do fruto (MSF) e folha (MSF) e o teor de umidade dos frutos em

base seca.

ApOs a determinagdo de peso seco, as folhas e frutos foram triturados separadamente
em moinho tipo Willey e, posteriormente, armazenados para determinagéo de flavonoides totais

e analise por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.

Para determinacdo dos flavonoides totais, os extratos vegetais foram preparados,
conforme a metodologia de Mendes et al. (2005), com adaptacdes. As amostras de 250mg de
frutos e folhas moidos foram incubados, separadamente, em tubos de centrifuga contendo 10mL
de metanol 70% por 24h no escuro. Logo apés esse periodo, foi retirada aliquota de 50 pL das
amostras de fruto e 200 L, para amostras de folhas e transferidos separadamente para tubos
contendo 8,7mL de metanol 70%. Em seguida, adicionaram-se 133 pL de cloreto de aluminio 5%
(5g de cloreto de aluminio em 100 mL de metanol 70%), sendo os tubos agitados para
homogeneizagdo. Apdés 30 minutos de repouso no escuro, fez-se a leitura a 425 nm em
espectrofotdmetro UV/visivel marca microNal — (modelo 6582), utilizando-se o metanol 70% mais

cloreto de aluminio como branco. Os resultados foram expressos em porcentagem.
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A curva de calibracdo (Figura 9) foi feita a partir de solucdo estoque de rutina na
concentracao de (1Img mL1). Foram utilizadas cinco concentrac¢des: 0,01; 0,02; 0,03; 0,04 e 0,05
mg mL1. Posteriormente, foi feita a leitura em espectrofotbmetro a 425 nm, utilizando-se o
metanol 70% mais cloreto de aluminio como branco, resultando em curva expressa pela equacéo
(y=0,1216+15,106x r2 = 0,98).

Na rotina de analises de rutina por Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), os
extratos foram diluidos 100 vezes. Em seguida, os extratos foram filtrados em filtro de seringa
(Filtrilo), tamanho de poro 0,22um e transferidos para vial (SHIMADZU) com capacidade de 1,5

ml.

As analises foram realizadas em sistema CLAE da Shimadzu® equipado com: mdédulo
desgaseificador modelo DGU-A5R, bomba modelo LC-AT, amostrador automatico modelo SIL-
20AHT, forno de coluna CTO-20A, detector UV-Vis(DAD) modelo SPD-M20A e mddulo
comunicador CBM-202. As analises foram realizadas em coluna Shimadzu® VP-ODS (250 mm
X 4,6 mm, 5 um), em combinagdo com coluna de protecdo Shimadzu® ACE C18, didmetro da
particula 5um, 3.0mm x 4.0mm. Foi utilizado gradiente linear de agua (A) e acetonitrila (B), cada
um contendo 0,01% de acido fosforico (v / v) da seguinte forma: Omin 95% A, 5% B; 20min 72%
A, 28% B; 30min 5% A, 95% B; 35min 95% A, 5% B, a temperatura de 40 ° C e taxa de fluxo de
1,0 mL minl. Os cromatogramas foram obtidos nos comprimentos de onda de 254 a 356nm
(Landin; Feitoza; Costa, 2013). Os extratos e as solu¢cbes de referéncia foram tratados com
metanol 70% (HPLC), a concentracdo de 25mg ml! (extratos). Apés filtracdo, as solucdes das
amostras (10 pL) foram injetadas no aparelho. A identificagdo do pico de rutina nos
cromatogramas foi realizada por comparacao dos tempos de retengcdo do composto de referéncia
e espectros de UV.

Foi preparada solugédo metandlica contendo 0,05 mg mL-* de rutina e retiradas aliquotas
desta solucdo para obtencédo de concentracdes correspondentes a 1; 20; 40; 60; 80 ug mL™.
Apos filtragcdo, 10uL das amostras foram injetadas no cromatografo, obtendo-se a curva padrdo
(Figura 10), representada pela equagdo y=21059x — 218175, r2 = 0,85. Com base na curva
realizada do padrdo de rutina, foram calculadas as concentracies e, posteriormente,
multiplicados pelo fator de diluigao.

Os dados obtidos foram submetidos a analise de variancia e, quando significativo o teste
F, foram ajustadas equacdes de regresséo para as variaveis, em funcéo das épocas de coletas.
Para anélise de teor de flavonoides em partes dos frutos, os dados foram transformados para (V)

para atender os parametros de normalidade.

As caracteristicas dos frutos, ao longo as épocas de analise, foram correlacionadas com
temperatura média e umidade do ar e radiagcdo, das semanas referentes ao periodo do estudo,
provenientes de estacdo meteoroldgica do municipio de Montes Claros. Foram apresentadas

apenas as correlacdes com valor maior que 60%.

As andlises estatisticas foram realizadas, utilizando-se o software R, versao 3.3.1.
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Resultados e discusséao

Avaliagao morfolégica de frutos de fava d’anta

No presente estudo, ndo foram observadas diferencas significativas entre as épocas de
colheita dos frutos de fava-d’anta nas variaveis comprimento, largura e espessura dos frutos,
indicando que os frutos estavam com o crescimento interrompido, no periodo avaliado, ou seja,
ja haviam atingido as medidas maximas. Foi observada média entre as épocas de 133,9 +
29,2mm para comprimento do fruto, 28,5 £ 3,8mm para largura dos frutos e 12,3 + 1,6mm para
a caracteristica espessura dos frutos. Macedo et al. (2004), em estudo com a mesma espécie,
observaram resultados semelhantes, para comprimento e largura dos frutos, em trés épocas de
coletas. Estudos morfolégicos de frutos de fava, conduzidos por Ferreira et al. (2001), na mesma
regido de MG, observaram resultados semelhantes para comprimento, largura e espessura do
fruto. As médias de comprimento e largura dos frutos de D. mollis estdo dentro da variagdo de
comprimento encontrado, em trabalho realizado por (FREITAS et al. 2009), que foram entre
115,0 a 165,0mm e 26,40 a 29,50mm, respectivamente.

Para peso seco (Figura 5) e umidade dos frutos (Figura 6), foi observada diferenca
estatistica significativa entre os tratamentos. A época que apresentou menor peso seco dos
frutos foi ao 0 DACM (17,699) e a maior foi aos 21 DACM (26,92¢g), indicando que os frutos,

embora ndo tenham alterado a morfometria, receberam fotoassimilados.
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Figura 1- Peso seco de frutos de fava-d’anta (Dimorphandra mollis Benth.) em cinco épocas de
coleta em Montes Claros-MG, Brasil.

** Significativo a 1% de probabilidade.
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Figura 2 - Umidade de frutos de fava-d’anta (Dimorphandra mollis Benth.) em cinco épocas de
coleta em Montes Claros-MG, Brasil.

** Significativo a 1% de probabilidade.

Macedo et al. (2004), trabalhando com trés épocas de coletas de frutos de D. mollis
Benth., em periodo total avaliado de 52 dias, observaram resultados diferentes para peso seco
dos frutos, sendo encontradas médias de peso seco entre 10,47 e 17,44g. Essa diferenca pode

estar relacionada ao maior periodo avaliado por este estudo.

O peso seco dos frutos apresentou correlacdo significativa com a temperatura média do
ar (r=-0,88; P<0,05). Este resultado indica que quanto maior a temperatura menor 0 peso seco

dos frutos.

A época que apresentou maior porcentagem de umidade nos frutos foi 0 DACM. Aos 28
DACM, o fruto apresentou menor perda de agua, durante o processo de secagem em estufa,
sendo assim, possuia menor teor de umidade nos frutos na hora da coleta. Na época 5, os frutos

j& estavam em final da maturag&o, com colora¢cdo marrom e de aspecto rigido (Figura 4).
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Figura 3 - Frutos de Dimorphandra mollis Benth.. A: 0 DACM. B: 28 DACM.

Fonte: Do autor, 2017. DACM: Dias apés completa maturacao do frutos.

Determinacédo de flavonoides totais por espectrofotdmetro

O teor de flavonoides totais na folha variou de 1,59% a 2,27% e, no fruto, de 11,65% a
14,07% (Tabela 3) e ndo foram observadas diferengas estatisticas. Também néo foi observada
correlacao significativa entre as variaveis teor de flavonoides no fruto e teor de flavonoides na
folha pelo método de Pearson. Em frutos, as médias dos teores de flavonoides totais, observadas
no presente estudo, foram superiores aquelas médias observados por Macedo et al. (2004), que
variaram de 5,59% a 12,46%, o que pode ser explicado pelas diferencas que podem ocorrer, em
funcdo dos locais diferentes de coleta, embora no mesmo municipio e, ainda, pelas

caracteristicas genéticas das plantas.

TABELA 2 -Teor de flavonoides totais em frutos e folhas de fava-d'anta (Dimorphandra mollis
Benth.) coletadas no municipio de Montes Claros-MG, Brasil em cinco épocas de coletas.

Teor de flavonoides na folha (%) Teor de flavonoides no fruto (%)

Médiatdesvio-padrao
1,93+0,53 12,78+3,8

Fonte: Do autor, 2018.
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Em trabalho realizado por Hubinger; Salgado; Moreira (2009) com extrato metandlico de
80%, foram encontrados 10,25% de flavonoides totais em frutos de fava-d’anta, valor esse
inferior ao encontrado em frutos do presente estudo. Entretanto Dores (2007), em extrato
etandlico 70%, encontrou valor de 12,36%, semelhante ao teor de 12,78+3,8% encontrado no

presente estudo.

Apesar de ndo haver diferenca estatistica entre os tratamentos, ao 0 DACM, no qual os
frutos apresentaram coloracdo verde (Figura 5), a média do teor de flavonoides apresentou
tendéncia de maiores valores. Este resultado esta de acordo com CUSATI et al. (2006), ao relatar

gue o composto rutina é extraido em maior quantidade quando os frutos estdo verdes.

3

Figura 4 - Frutos de Dimorphandra mollis Benth.. A: 0 DACM. B: 28 DACM.

Fonte: Do autor, 2017. DACM: Dias apés completa maturacao dos frutos.
Segundo Arabbi et al. (2004), os teores de flavonoides em frutos podem apresentar
variacdo de até 100% entre semestres do ano, sendo influenciados por fatores climéticos, época

de plantio e colheita e grau de maturidade dos frutos na hora da colheita.

A época em que se coleta o material da planta € um dos fatores de maior importancia,
visto que a quantidade e, as vezes, até mesmo a natureza dos constituintes ativos ndo é
constante durante o ano. Entre estes compostos de grande variacdo estdo os flavonoides
(SPRING E BIENERT, 1987; PITAREVIC et al. 1984).

Nos frutos, foram observados maiores teores de flavonoides totais 12,78+3,8 em relacéo
as folhas 1,93+0,53 e esses resultados corroboram com Cusati et al. (2006) e Martins et al.
(2007) que, em estudos fitoquimicos com D. mollis, indicaram que, embora em menor

concentracao, as folhas secas também apresentam taninos e flavonoides.

O teor médio de flavonoides totais, encontrado nas folhas foi de 1,93+0,53, sendo similar
ao observado por Fernandes et al., (2008), com média de 1,53%. Entretanto os valores
encontrados neste trabalho foram superiores aos observados por Costa et al., (2007), que foi de
0,25%. Essa variacdo no teor de flavonoides pode ser explicada pela idade das plantas avaliadas
por Costa e colaboradores que foi de 120 dias. Os dois trabalhos utilizaram metodologia de

avaliacéo de flavonoides totais semelhantes a realizada neste trabalho.
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O teor de flavonoides totais no fruto apresentou correlacdo significativa com a
umidade do ar (r= 0,89; P<0,05). Contudo esses dados estdo contrarios aos relatados por
Sampaio, Edrada-Ebel e Da Costa (2016), em estudo com Tithonia diversifolia, que encontraram
correlacdo negativa. Os autores justificam que houve reducédo da taxa fotossintética, com o
consequente aumento de producdo de espécies reativas de oxigénio (ROS), resultando em
aumento na producdo de compostos fendlicos, durante a estacdo seca, como mecanismo de
defesa (RAMAKRISHNA E RAVISHANKAR, 2011; ARBONA et al.,, 2013; REDDY,
CHAITANYA, VIVEKANANDAN, 2004).

Avaliacdo e determinacédo de rutina por CLAE

A identificacao de rutina nas amostras foi possivel, mediante comparacdo do tempo de
retencdo (TR) das amostras de padrdo de rutina (TR=20,68) com os tempos de reten¢cdo dos
picos obtidos nos cromatogramas e, também, comparando os espectros de UV dos picos de

interesse (Figura 8).
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Figura 5 - Cromatogramas do extrato do fruto de fava-d’anta (Dimorphandra mollis Benth.) e
espectros de UV de rutina, em solucdo de metanol 70% em cinco épocas de coleta. A:
Cromatograma do padrao de rutina (Merk) na concentracéo de 80ppm. TR= 20,68. B: 0 DACM.
TR=20,70. D: 14 DACM. TR= 20,70. E: 21 DACM. TR= 20,70. F: 28 DACM. TR= 20,70.

Fonte: Do autor, 2018.

Os resultados foram expressos em porcentagem de rutina nas amostras de frutos. Os
resultados da andlise de regressdo evidenciaram diferenga estatistica entre os tratamentos
(Figura 7).
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2 y = -0,174%x + 12,337**
R2 = 0,90
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Dias apds a completa maturacéo dos frutos

Figura 6 - Porcentagem de rutina em frutos de fava-d’anta (Dimorphandra mollis Benth.), em
cinco épocas de coleta, em Montes Claros-MG, Brasil.

** Significativo a 1% de probabilidade.

Foi observado que ao 0 DACM o teor de rutina encontrado foi maior, com teor médio de
13,3%, decrescendo no decorrer das épocas de coleta. Ao 0 DACM, em que os frutos
apresentaram coloracédo verde, apresentou maior teor de flavonoides. Aos 28 DACM, houve
reducao de 5,47% no teor de rutina. Este resultado esta de acordo com CUSATI et al., (2006),
gue relatam que o composto rutina é extraido, em maior quantidade, quando os frutos estédo

verdes.
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O resultado encontrado neste estudo foi superior ao encontrado por Dores (2007), que
utilizou também extrato metandlico e andlise por CLAE e observou 9,89% de rutina em amostras
de frutos verdes. Santos (2006) observou, em frutos de fava d’anta 6,59% de rutina, valor abaixo
do menor teor obtido neste trabalho, utilizando CLAE. Isso pode ser explicado pelo fato de a
coleta dos frutos terem ocorrido, quando estavam maduros e o solvente utilizado para extracéo

de rutina ser agua.

Comparando-se os teores de rutina obtidos por CLAE com teores de flavonoides totais
obtidos por espectrofotometria, nota-se que os teores de rutina, analisados por CLAE, séo

maiores que o teor de flavonoides totais.

A analise de flavonoides totais por espectrofotbmetro UV / Vis é o procedimento mais
comum, baseando-se na formagdo de um complexo entre os grupos carboxila, hidroxila e os
cations de aluminio (AlP*) (GIASL & BECKER, 1984 POPOVA et al. 2004). Entretanto as andlises
realizadas, utilizando CLAE, permitem estudo qualitativo e quantitativo comparando com padrées
conhecidos, advindos de sua maior sensibilidade e precisdo (CHABARIBERI et al. 2009;
OBMANN et al. 2012).

Opostas as técnicas de espectrofotometria, as andlises por CLAE tém como atributo
principal a capacidade de separacdo de substancias, possibilitando quantificar cada composto
em separado e, consequentemente, mais exato (LOMBARD et al., 2002; POPOVA et al. 2004).
Também associado a utilizacdo de detector matriz de fotodiodos fornece o perfil UV de cada

composto, aumentando a eficicia na identificagdo (POPOVA et al. 2004).
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CONCLUSAO

Observa-se maior teor do flavonoide rutina quando os frutos estéo verdes. Entretanto a
época de coleta dos frutos ndo influenciou o teor de flavonoides totais. Também n&o foi
observada correlacao significativa entre os teores de flavonoides totais na folha e no fruto. Outros
estudos podem ser realizados, aumentado o intervalo entre as coletas e, assim, abrangendo um
periodo de avaliagdes maior, avaliando o teor de rutina em frutos mais jovens e correlacionando

com o teor nas folhas.
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ANEXOS

FIGURA 3 - Curva de calibracdo de padrdo rutina, para teor de flavonoides totais em cinco
épocas de coletas de fruto de fava-d’anta (Dimorphandra mollis Benth.).
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FIGURA 4 - Curva de calibracdo de padrdo rutina, para determinagéo de rutina por CLAE, em
frutos de fava-d’anta (Dimorphandra mollis Benth.).
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