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Desenvolvimento de metodologia de extracado de rutina em frutos de fava-d’anta
(Dimorphandra mollis Benth.)

RESUMO

A fava-d’anta (Dimorphandra mollis Benth.), espécie nativa do Cerrado € uma das plantas mais utilizadas
pela industria farmacéutica para obtencéo de rutina. A extracao de rutina pela inddstria, a partir de matrizes
vegetais, faz uso de solventes organicos. No entanto, o uso desses solventes traz riscos a salde e ao
meio ambiente. A utilizacdo de solventes menos toxicos e de menor custo é uma alternativa para o
processo, pois além de preservar a saude, contribui para o equilibrio do ecossistema. Assim, o objetivo do
trabalho foi desenvolver uma técnica sustentavel de extracao/purificacéo de flavonoides dos frutos da fava-
d’anta com o minimo de impacto ambiental. O método para obtencdo do extrato rico em flavonoides foi
fundamentado em etapas que consistem na separacéo, purificacdo e cristalizagéo da rutina. A partir de
ensaios preliminares foi possivel estabelecer reagentes (sais e solventes) com baixo custo, toxidade e
residuo para o processo de extragdo. Os frutos da fava-d'anta foram coletados, secos e armazenados até
0 momento do processo. Em seguida, foram desintegrados e submetidos ao processo de extracdo a
quente, separacdo e precipitacdo de impurezas com posterior filtracdo. A Ultima etapa do processo
consistiu na cristalizacdo da rutina por meio de ajuste do pH da solucdo. Os extratos obtidos foram
submetidos a andlise por cromatografia liquida de alta eficiéncia e os dados obtidos foram submetidos a
analise de regressao mdltipla. A partir da técnica proposta foi possivel obter cerca de 16,47% de extrato
enriquecido em flavonoides (39,55% de rutina) a partir de frutos imaturos e 11,14% (20,40% de rutina) a
partir de frutos maduros de fava-d’anta. Considerando os aspectos apresentados, conclui-se que foi

possivel obter processo de extracdo aquoso de flavonoides da fava d’anta.

Palavras-chave: Extrativismo. Flavonoides. CLAE-DAD.



Development of rutin extraction methodology in fruits of fava-d'anta (Dimorphandra mollis Benth.)
ABSTRACT

Fava-d'anta (Dimorphandra mollis Benth.), a native species from the Cerrado, is one of the plants most
used by the pharmaceutical industry to obtain rutin. The extraction of rutin by the industry, from plant
matrices, makes use of organic solvents. However, the use of these solvents poses risks to health and the
environment. The use of less toxic and lower cost solvents is an alternative for the process, as in addition
to preserving health, it contributes to the balance of the ecosystem. Thus, the objective of this work was to
develop a sustainable technique for the extraction/purification of flavonoids from fava-d’anta fruits with a
minimum of environmental impact. The method for obtaining the extract rich in flavonoids was based on
steps that consist of the separation, purification and crystallization of rutin. From preliminary tests it was
possible to establish reagents (salts and solvents) with low cost, toxicity and residue for the extraction
process. The fava-d'anta fruits were collected, dried and stored until the moment of the process. Then, they
were disintegrated and subjected to the hot extraction process, separation and precipitation of impurities
with subsequent filtration. The last stage of the process consisted of the crystallization of the rutin by
adjusting the pH of the solution. The extracts obtained were submitted to analysis by high performance
liquid chromatography and the data obtained were submitted to multiple regression analysis. From the
proposed technique, it was possible to obtain about 16.47% of extract enriched in flavonoids (39.55% of
rutin) from immature fava-d’anta fruits and 11.14% (20.40% of rutin) from ripe fruits. Considering the
aspects presented, it is concluded that it was possible to obtain a process of aqueous extraction of
flavonoids from fava d'anta.

Keywords: Extractivism. Flavonoids. CLAE-DAD.
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1. INTRODUCAO

O extrativismo de plantas medicinais no Cerrado é uma forma de sobrevivéncia para comunidades
locais, que em alguns casos tem essa atividade como fonte alternativa de renda. Entre as espécies com
potencial de exploragdo econdmica destaca-se a fava-d’anta (Dimorphandra spp.). Espécie rica em
bioflavonoides, dos quais se destacam a rutina e a quercetina, sendo seus frutos uma das principais fontes
de rutina para abastecimento da industria farmacéutica (NUNES et al., 2012; FILIZOLA, 2013).

A obtengéo dos frutos de fava-d’anta ocorre exclusivamente pela atividade extrativista. O interesse
comercial pelos bioflavonoides presentes nos frutos ndo garante o equilibrio entre os valores de
comercializacdo pelas industrias e o repassado para os extrativistas (COSTA et al., 2022). Dessa forma,
as inddstrias retiram matérias-primas a baixo custo, sem que haja retornos para a populagdo local,
principalmente nas regides de ocorréncia da espécie onde as dificuldades socioecondmicas séo evidentes
(NUNES et al, 2012).

Dentre os elos frageis da cadeia de valor dos frutos da fava-d’anta, destacam-se a falta de politicas
publicas, incentivos e tecnologias para plantios. Estudos apontam que os procedimentos de coleta, em
sua maioria danificam a espécie, no curto prazo, pelo uso de técnicas inapropriadas e, em longo prazo,
pela remocao de sementes que possibilitariam novas plantas (NUNES et al., 2012). A alta dependéncia da
extracdo da fava-d’anta para a subsisténcia das familias extrativistas e o preco pago pelo quilo do recurso
fazem com que os catadores néo respeitem os limites de coleta e realizem superexploragdo da espécie
para obter maiores quantidades do recurso (DE ALCANTARA; LUCENA; CRUZ, 2021).

Além dos problemas mencionados, a extracdo de rutina pela indlstria, a partir de matrizes vegetais,
é feita com utilizacao de solventes orgénicos, como 0 metanol e o etanol (CHUA, 2013). No entanto, 0 uso
desses solventes traz riscos a saude e ao meio ambiente, por sua toxicidade. A utilizacdo de solventes
menos téxicos e de menor custo € uma alternativa para o processo, pois além de preservar a saude,
contribui para o equilibrio do ecossistema (LEITE et al., 2020).

Diante do exposto, este estudo foi realizado com o intuito de desenvolver um método sustentavel
de extracdo de rutina dos frutos de fava-d’anta, a fim de agregar valor a matéria prima, bem como

estabelecer uma técnica alternativa na extracéo de bioflavonoides de amostras vegetais.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Desenvolver metodologia de extracdo de rutina em frutos de fava-d’anta (Dimorphandra mollis

Benth.) empregando agua.

2.2. Objetivos Especificos

e Desenvolver método de producgédo de extrato concentrado em flavonoides;
e Analisar o perfil do extrato de flavonoides obtido por cromatografia liquida de alta eficiéncia;

e Avaliar o rendimento de extracdo de flavonoides em frutos imaturos e maduros.
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3. REVISAO DE LITERATURA

3.1. Fava-d’anta

Pertencente a familia Fabaceae, as espécies do género Dimorphandra sao conhecidas em
diferentes regides do Brasil como fava-d’anta, favela, falso-barbatimao, barbatim&o-de-folha-miida,
favanta ou faveira (SILVA, 2016). Sao relatadas duas espécies de interesse comercial pelas caracteristicas
guimicas de seus frutos, D. gardneriana Tul. e D. mollis Benth., tipicas do Cerrado e encontradas nos
estados de Minas Gerais, Sdo Paulo, Goias, Mato Grosso e Mato Grosso do Sul (LORENZI, 2008;
PACHECO et al., 2010).

A fava-d’anta apresenta bioflavonoides em seus frutos, com destaque para a rutina e a quercetina,
sendo uma das principais fontes para o mercado de cosméticos e fitofarmacos (FILIZOLA, 2013). A
obtenc¢édo dessa matéria prima depende da pratica do extrativismo, sendo uma alternativa socioeconémica
para comunidades locais, que tem essa atividade como fonte de renda (GOMES; GOMES, 2000; NUNES
etal., 2012). O preco de venda descrito na literatura € em média R$ 0,43 por kg de frutos verdes e R$ 0,78
por kg de frutos secos, sendo o Ultimo preferido pelos compradores (COSTA et al., 2022).

Além da rutina e da quercetina da fava-d’anta, extrai-se também a ramnose, aditivo alimentar
utilizado pela industria alimenticia como aromatizante (GOMES; GOMES, 2000). Ainda, pode-se extrair
galactomanana a partir do endosperma das sementes, com potencial para ser utilizada como
emulsificante, estabilizante e espessante pela indastria (CUNHA, 2009; PANEGASSI; SERRA;
BUCKERIDGE, 2000). Diante da sua importancia comercial e social, D. mollis est4 entre as espécies em
estudo visando ser incluida na Politica de Garantia do Preco Minimo para a Sociobiodiversidade
(PGPMBIO) (VIANA, 2015).

O fruto da fava-d’anta € um legume, achatado, com coloragéo variando de verde (imaturo) (Figura
1B), marrom-escuro a quase negro (Figura 1C), opaco, de superficie irregular, rugoso, com apice e base
arredondados, bordo irregular lenhosos (seco) (SILVA, 2016). O epicarpo apresenta células de contorno
retangular e paredes espessadas. O mesocarpo € externamente constituido de células do tipo
parenguimatico, alongadas no sentido radial e, frequentemente, incluindo cristais de rutina, em forma de
ourico (OLIVEIRA et al., 1999). Os frutos séo coletados imaturos, sendo que o teor de rutina é superior
nesse estadio, indicado pela coloragéo verde-escura do fruto, como foi observado por Vieira (2018).

A exploracdo da fava-d'anta para abastecer a industria farmacéutica tem ocasionado o extrativismo
predatorio. A extracao de frutos tem impactado na manutencéo e regeneracao das plantas, podendo afetar
negativamente a extracdo a longo prazo, sendo uma ameagca para a espécie (DE ALCANTARA; LUCENA;
CRUZ, 2021; LANDIM; COSTA, 2012; RIBEIRO-SILVA; SCARIOT; DE MEDEIROS, 2012).


https://link.springer.com/article/10.1007/s10668-021-01520-y#ref-CR32
https://link.springer.com/article/10.1007/s10668-021-01520-y#ref-CR45
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Figura 1- Planta jovem de fava-d’anta (Dimorphandra mollis Benth.) (A), frutos imaturos (B) e maduros (C)

na cidade de Séo Jodo da Lagoa — MG

[ (A)

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

3.2. Flavonoides

Os flavonoides sdo metabdlitos secundarios derivados de vasta diversidade de plantas e frutos, e
constituem componentes importantes da dieta humana (PATEL; PATEL, 2019). Eles podem ser
encontrados em diversas formas estruturais, mas de forma geral, sua estrutura é baseada em esqueleto
com 15 carbonos, que consiste em dois anéis aromaticos conectados por uma ponte de trés carbonos
(KUBALT, 2016). S&o conhecidos diferentes tipos de flavonoides, sendo as suas principais classes o0s
flavonais, isoflavonas, flavonas, flavanonas, antocianinas, antocianidinas e catequinas (PANCHE; DIWAN;
CHANDRA, 2016).

Esses compostos apresentam varias atividades farmacolégicas e bioldgicas. Sao atribuidas a esses
metabolitos acdes antioxidante (BOUDKHILI et al., 2015; SAIT et al., 2015), antitumoral (GUO, 2013;
RADHIKA; GHOSHAL; CHATTERJEE, 2012) e anticancerigena (RAVISHANKAR et al., 2013). Nas
plantas, sédo responsaveis pela pigmentacdo, atuam no desenvolvimento e protecdo contra infeccdes e
incidéncia de raios ultravioleta (MACHADO et al. 2008).

Na subclasse dos flavonois esté a quercetina, molécula-base a partir da qual sera formada a rutina
(Figura 2). A rutina é um p6 formado por cristais em forma de agulhas amarelo-palidas, insipido e inodoro
(FARMACOPEIA BRASILEIRA, 2019). Quimicamente, trata-se de glicosideos de flavonol que s&o
sintetizados principalmente nas plantas superiores (PATEL; PATEL, 2019).



14

Figura 2- Estrutura quimica da subclasse flavonol (A) e das moléculas de quercetina (B) e rutina (C)
pertencentes a esse grupo.

OH
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HO (@)
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O 0
Flavonol (A) OH O
OH OH 0O O—
CHj —0
HO (@) OH
OH OH OHOH
OH
OH Rutina (C)
OH O

Quercetina (B)

Fonte: Elaborada pela autora, 2023.

A rutina tem vérias atividades farmacolégicas, como a ativagdo da enzima antioxidante superéxido
dismutase, promovendo aumento de lipoproteinas de alta densidade e diminuindo os fatores de risco para
a aterosclerose e doenca venosa crbnica (DVC) (RODRIGUES et al., 2003). Pode ser utilizada no
tratamento de doengas gastrointestinais e diabetes (HOSSEINZADEH; NASSIRI-ASL, 2014), e também
no tratamento de distarbios neurodegenerativos (NA et al., 2014). Devido as atividades farmacoldgicas
significativas, esse bioflavonoide € uma das substancias promissoras na formulagdo de medicamentos
(PATEL; PATEL, 2019).

3.3. Extracéo de rutina

A extragdo da rutina a partir de matrizes vegetais tem como método convencional a utilizagcao de
solventes organicos, associado a técnicas, como, aquecimento, forca quimica e mecanica, ultrassom,
micro-ondas e infravermelho com intuito de melhorar o rendimento do processo (CHUA, 2013). Alguns
métodos apresentam aplicacdo industrial e outros séo executados apenas para escala analitica, isso
devido ao custo, perda do rendimento e tempo de extracdo (YANG; ZHANG, 2008).

Alguns métodos utilizam solvente alcodlico polar (etanol e metanol) para rutina. Além desses, a
mistura etanol/agua e apenas agua tem sido utilizada como solventes sendo considerados métodos
promissores, pela baixa toxicidade e economia, apesar da baixa solubilidade da rutina em agua (12,5 g/100
mL) (KOONES; CLIFTON, 1948, ALTIOK et al., 2008). A extracdo com solvente também pode ser realizada
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envolvendo aquecimento (YANG; ZHANG, 2008). No entanto, o rendimento da extracdo de rutina pode
ser comprometido devido a processos indesejaveis como a ionizacgao, hidrélise e oxidacdo apés longa
duracéo de extracdo (RAVBER et al., 2016).

A temperatura e o tempo de extracdo sdo condicdes que devem ser avaliadas na extracdo. A
extracdo em temperatura préxima a 100°C pode degradar a rutina, especialmente em sistemas de extracédo
aguosos, e se o tempo da extracdo for demorado, a concentracdo pode ser ainda mais comprometida
(CHUA, 2013).

Na extracdo de rutina, dos frutos de D. mollis, sdo empregadas metodologias com utilizacdo de
metanol e etanol como solventes. Extrato dos frutos de D. mollis, utilizando etanol absoluto, apresentou
teor de flavonoides totais de 33,71% expressos em rutina (HUBINGER; SALGADO; MOREIRA, 2009).
Outro trabalho com frutos da fava utilizou a decocg¢éo em etanol/agua (1:1) no processo de extracéo e
obteve valores préximos (26,27%) aos métodos que utilizam solventes como o0 metanol e etanol (LEITE et
al., 2020). O uso da 4gua como solvente para obten¢do de extrato enriquecido de rutina, a partir dos frutos
de fava d’anta, apresentou resultados promissores (KOONES, 1948; SANTOS, 2006).

A partir de consulta por documentos de patente em bases de dados, foi elaborada a Tabela 1 com
0s principais resultados encontrados em: https://worldwide.espacenet.com/patent/;

https://patents.google.com/ e https://busca.inpi.gov.br/pePl/jsp/patentes/PatenteSearchBasico.jsp.


https://worldwide.espacenet.com/patent/
https://patents.google.com/
https://busca.inpi.gov.br/pePI/jsp/patentes/PatenteSearchBasico.jsp
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Ndmero /

Principais diferencas do método

. Espécie Procedimentos _
Titulo do documento de patente desenvolvido neste trabalho
- Extracdo aquosa em ebulicéo;
- Adicao de bérax e agitacéo;
- Ressuspensao em agua aquecida; Houve reducao das etapas além de
US2450555A/ Fagopyrum o o .
. . - Adicao de cloreto de sédio; mudancas nas concentracdes dos
Extracdo de rutina esculentum o . . o
- Adig&o de é&cido fosforico (pH 1,8); materiais utilizados.
- Dissolucgéo de precipitado em borato;
- Adicao de &cido fosférico (pH 1,5).
BR0314481A/ - Extracdo aquosa com agitacdo continua a 90 °C; . o .
~ o ~ Fagopyrum ~ . _ Difere na condig&o de extragéo e
Extracao, purificacdo e conversao - Concentracéo do extrato sob presséo reduzida; _ ~
) ) esculentum o _ . ) ~ centrifugacéao.
de flavonoides da biomassa vegetal - Precipitacéo, centrifugacao e filtracdo do sobrenadante.
- Extragdo com metanol e agitagéo por duas horas a 30-35 °C;
BR112014029436-4/ ) ] . o .
i ) Uncaria - Adicdo de &cido ascorbico; N&o ha utilizacdo de solventes
Método de obtencéo de extrato rico o o ) ) )
. ) elliptica - Cristalizagdo da rutina por resfriamento; organicos.
em rutina a partir de uma planta ] ] i
- Filtragem seguida por enxdgue com metanol.
CN115165492A/ . . _ A extracdo néo é realizada sob
. L Fagopyrum - Extragdo ultrassénica (temperatura de 60 a 80°C e velocidade de o . .
Processo de extracéo e aplicagédo . . condicéo ultrassbnica e ndo faz uso
) . esculentum rotacdo de 3.000 rpm) com solvente organico (etanol/acetona). .
da rutina do trigo sarraceno de solventes orgéanicos.
- Extrac@o com adicdo de bérax e metabissulfito de sédio;
- Uso de etanol e agitacdo em banho-maria com temperatura de 60-  Difere nos materiais utilizados. Nao
CN106749454A/ Sophora - )
. ) ] . 70°C; faz utilizacdo de solventes orgéanicos,
Método de extracéo de rutina japonica

- Centrifugacéo (6-8 min a uma velocidade de 2800-3200 rpm);

- Adigdo de acido cloridrico concentrado (pH 3,2-5,0).

além de ndo realizar centrifugacao.

(Continua na préxima pagina)



Tabela 1 — (Continuacao)

17

CN101081859A/

Método de extracao de rutina

Fagopyrum

esculentum

- Extracdo com metanol, destilacdo para recuperacéo de metanol;
- Dissolucéo do extrato grosso em isopropanol;

- Extracé@o com triclorometano;

- Dissolucédo do produto grosseiro de rutina em solvente misto de
alcool e acetato de etila;

- Filtragé&o.

N&o faz utilizacdo de solventes

organicos.

- Extracéo sob condicdo ultrassbnica, em solucdo extratora (etanol,

CN115109108A/ E sulfito de s6dio e Agua) com valor de pH de 8,5-9,5; A extragdo nao é realizada sob
. agopyrum . ~ ~ - L .
Método de extracao da rutina do ent - Ajuste do valor de pH da solucéo de extracdo para 2,5-3,5, repouso condi¢do ultrassénica e nédo faz uso
esculentum
trigo sarraceno e filtragéao; de solventes organicos.
- Lavagem do produto bruto de rutina com dgua e secagem a vacuo.
- Extragé@o aquosa com decocc¢ao; ) o
CN111718384A/ Sophora _ o . Difere nas etapas e materiais
. ) ] . - Concentracéo do liquido de decoccéo; - i . _
Método para extracdo de rutina de  japonica ) . o utilizados, além de néo realizar
. - Ajuste do pH para 4-5 com acido cloridrico; _ .
botdes de flores de Sophora ] . o centrifugacao.
- Repouso e centrifugacao do precipitado.
-Extrac@o em solucao aquosa de sulfito de sddio em estado de leve
CN114773407A/ o o _ o
Sophora  ebuligdo e agitagao; Difere nas etapas e materiais

Método de extracéo e aplicacdo de

rutina

japonica

- Adicao de &cido diluido para ajustar o valor de pH para 4-5;

- Filtrac&o e lavagem com agua até o valor do pH ser 6-7.

utilizados, faixa de pH.

Fonte: Elaborado pela autora, 2023.
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4. ARTIGO

4.1. Artigo 1 - Método de extracao aquosa de flavonoides de frutos de fava-d’anta (Dimorphandra

mollis Benth.)

Este artigo foi elaborado conforme as normas do periédico Industrial Crops and Products

Resumo

Fava-d’anta (Dimorphandra mollis Benth.), espécie nativa do Cerrado, € uma das principais fontes de
bioflavonoides para industria farmacéutica, sobretudo rutina. A extracdo industrial de rutina, a partir de
matrizes vegetais, faz uso de solventes organicos como metanol e etanol. No entanto, o uso desses
solventes traz riscos a salude e ao meio ambiente, por sua toxidade. A utilizagdo de solventes menos
téxicos e de menor custo, é uma alternativa para o processo, pois além de preservar a saude, contribui
para o equilibrio do ecossistema. Assim, o objetivo do trabalho foi desenvolver uma técnica sustentavel de
extracdo/purificacdo de flavonoides dos frutos da fava-d’anta com o minimo de impacto ambiental. O
processo de extragdo aquosa de flavonoides de frutos de fava-d’anta foi fundamentado em etapas que
consistem na separacéo, purificacéo e cristalizagéo de rutina. Os frutos foram submetidos a processo de
extracdo a quente, seguido de precipitacéo de impurezas com posterior filtracdo. A proxima etapa consistiu
na precipitacdo de flavonoides por meio de ajuste do pH (1,5) da solugdo. Por ultimo, o precipitado foi
filtrado, lavado, seco e pulverizado. Por meio de experimento com metodologia de superficie de resposta,
as condicdes de extracdo foram otimizadas. Os extratos obtidos foram analisados por cromatografia de
alta eficiéncia. O uso de 45 g de borato de sédio forneceu maior rendimento de flavonoides. Nesta
condicdo, os rendimentos de extrato enriquecido de flavonoides foi de 164,7 mg/g de frutos imaturos e
111,4 mg/g de frutos maduros, o teor de rutina desses extratos foi em média de 39,55 % e 20,40 %,
respectivamente. Também foi realizada analise dos extratos metanélicos dos frutos imaturos e maduros
dos frutos de fava-d’anta, cujo teor de rutina foi de 17,65 % e 8,30 %, respectivamente. Em conclusao, o
processo desenvolvido pode ser considerado um método alternativo para extracao e separacao verde de

flavonoides de amostras vegetais.

Palavras-chave: Extragdo de rutina, quimica verde, CLAE-DAD.
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1. Introducéo

A fava-d’anta (Dimorphandra spp.), € uma planta de ampla distribuicdo no Cerrado Brasileiro
(Silva, 2016). Os seus frutos sao explorados para obtencdo de bioflavonoides, dos quais se destaca a
rutina, que tem valor comercial internacional (Landim e Costa, 2012). A rutina € um p6 formado de cristais
em forma de agulhas amarelo-palidas, com varias propriedades farmacolégicas ja elucidadas, incluindo
as atividades anti-inflamatdria, antimicrobiana, cardioprotetora e antioxidante (Patel e Patel, 2019; Da Silva
Neto et al., 2021).

A extracao de rutina a partir de matrizes vegetais € feita com a utilizagédo de solventes organicos,
como o metanol e etanol, associada a técnicas de aquecimento, forca quimica e mecénica, ultrassom,
micro-ondas e infravermelho (Chua, 2013). No entanto, esses métodos de extracao séo pouco adequados
para uso nas indUstrias devido ao custo, toxicidade dos solventes e os custos de equipamento e
instalacdes (Barba et al., 2016). A preocupacdo com as questdes ambientais tem levado & busca por
metodologias que empreguem o conceito de Quimica Verde nos diferentes setores das Indistrias. O uso
de solventes ecolédgicos tem sido uma possibilidade para o processo, dessa forma, a agua é uma
alternativa segura pela falta de inflamabilidade e toxicidade (Gomes et al., 2018).

Estudos tem sido realizados a fim de obter técnicas de extracdo ecoldgicas e sustentaveis para
otimizar a extracdo de rutina. Solventes, incluindo liquidos i6nicos (ILs) e solventes eutéticos
profundos (DEEs), foram sugeridos como solventes sustentaveis e seguros para a extracdo de compostos
bioativos (Nam et al., 2015). Mais recentemente, Kim & Lim (2019) observaram altos rendimentos de
extracdo de rutina das partes aéreas de Fagopyrum esculentum Moench usando agua como solvente por
meio do processo SWE (extracdo de agua subcritica). Assim como Huang et al. (2017) que sugeriram o
uso de solventes eutéticos naturais profundos (NADES) como alternativa para a extragdo de metabdlitos
por terem apresentado baixa toxicidade e favoravel biodegradabilidade no processo para obtencdo de
rutina em trigo sarraceno (Fagopyrum tataricum Gaerth).

O numero de relatos sobre o uso desses solventes nos processos de extragdo de compostos,
como a rutina, ainda é escasso. No entanto, as tendéncias atuais para o processo de extracdo tém se
concentrado no uso de tecnologias inovadoras que permitem otimizar a recuperagdo de compostos
bioativos e melhorar a qualidade dos extratos (Ameer et al., 2017). Diante do exposto, pensando em
aperfeicoar o processo de extragao de rutina, o objetivo deste estudo foi desenvolver método sustentavel
para extracdo de flavonoides dos frutos de fava-d’anta, com potencial para aplicagdo como técnica

alternativa na extracdo de rutina de amostras vegetais de interesse industrial.

2. Materiais e Métodos

2.1 Material vegetal

Os frutos de fava-d’anta foram coletados antes (com coloragdo verde-escura) e apds a maturagao
(coloracéo marrom) na cidade de Sao Jo&o da Lagoa, localizada na regido Norte de Minas Gerais (Latitude:
16°46'42”’S, Longitude: 44°18'24”0). Apds a coleta, os frutos foram encaminhados para a secagem sobre
piso de cimento a pleno sol, como realizado pelos extrativistas, até adquirirem coloragdo escura e peso

constante, em seguida, foram desintegrados e acondicionados em sacos plasticos. A umidade dos frutos


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/ionic-liquid
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/deep-eutectic-solvent
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/deep-eutectic-solvent
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0924224416305842#bib5
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foi determinada por meio do Determinador de Umidade Shimadzu MOC63U. O desenvolvimento do
método de extragdo de flavonoides foi conduzido com amostras de frutos imaturos com posterior aplicagao
aos frutos maduros.

2.2 Reagentes

Os solventes acetonitrila (grau HPLC) e alcool metilico (grau HPLC) foram adquiridos da Dinamica
(Indaiatuba, Brasil). O solvente PA &cido fosférico foi adquirido da Exodo Cientifica (Sumaré, Brasil). O
padrdo de rutina (pureza > 95%) foi adquirido da Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA). Os reagentes comerciais
utilizados incluindo borato de sddio foi adquirido da Loja do Cuteleiro (Patos de Minas, Brasil), cloreto de
sédio adquirido da Comércio e Industria de Moagem e Refinagdo Santa Cecilia (Areia Branca, Brasil) e

acido cloridrico (9,5% p/p) da Condisbras (Belo Horizonte, Brasil).

2.3 Extragao de flavonoides

2.3.1 Desenvolvimento do método de extracao de flavonoides

Foram realizados ensaios preliminares a fim de determinar os materiais a serem utilizados durante
a extracdo, com o0 menor custo, toxicidade e residuos. O método foi caracterizado pelo uso da 4gua como
Unica fase extratora na qual as etapas foram realizadas. Os frutos imaturos (50 g) secos e triturados foram
submetidos a processo de separacéo a quente (100 °C por 5 min), com o uso de 4gua (375 mL) e adicdo
de borato de sédio. Nessa etapa o pH da solugdo ficou em torno de 8,86 + 0,17. A maior parte das
impurezas (residuos vegetais pouco sollveis em 4gua) foi precipitada a partir da operagéo de salting out
usando cloreto de sédio, que em seguida foram removidas da solucdo por meio de filtracdo em micro-tela
de poliéster. O filtrado foi acidificado com adi¢&do de &cido cloridrico comercial (pH: 1,52 + 0,02) e mantido
em repouso por 24 h para precipitacdo dos flavonoides. Apés esse periodo, o precipitado formado foi
lavado com 4gua destilada (500 mL), filtrado em tecido de algod&o percal 400 fios e submetido & secagem
em temperatura ambiente em estrutura artesanal confeccionada com tecido nylon. Por fim o extrato

enriquecido de flavonoides foi pulverizado. A figura 1 descreve o processo geral de extracao.
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Figura 1. Esquema representativo das etapas do processo de obtencdo de extrato enriquecido de

flavonoides de frutos de Dimorphandra mollis Benth.
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2.3.2 Otimizacédo do método

Apés definicdo dessas etapas, foram realizadas sucessivas extracdes, com variacdo dos
componentes utilizados na técnica (borato de sodio e cloreto de sddio), a fim de estabelecer as melhores
condicdes para o método. Para isso, foi conduzido experimento em esquema fatorial 5x5, com trés
repeticdes, sendo avaliadas cinco dosagens de borato de sédio (0, 15, 30, 45 e 60 g) e cinco dosagens de
cloreto de so6dio comercial (0, 10, 20, 30 e 40 g).

A fim de verificar o efeito das variaveis (niveis de borato de sédio e cloreto de sddio) no rendimento
de rutina, recorreu-se a regressado miltipla com o auxilio da fungdo Im. As analises estatisticas foram
realizadas no software R studio (Team, 2015). Para a sele¢cdo do modelo de regresséo, adotou-se como
critérios para a verificagédo da qualidade de ajuste o coeficiente de determinacéo ajustado (R? aj), o Critério
de Informatividade de Akaike (AIC) e o Critério de Informatividade Bayesiano (BIC). O grafico de superficie
de resposta tridimensional (3D) foi tracado.

Apés a determinacdo da dosagem ideal dos sais utilizados no processo, por meio de andlise de
regresséo, para comparacdo do rendimento de rutina, foi realizada a extragdo de flavonoides em frutos
imaturos e maduros, com cinco repeticdes. Foi realizado céalculo de média e desvio-padrdo desses

resultados.

2.4 Preparo de extrato metanolico de fava-d’anta

O preparo do extrato metandlico foi realizado conforme Costa et al. (2022) com modificacdes. Os
frutos (imaturos e maduros) foram moidos em moinho analitico de facas e transferidos (0,05 g) para tubo
cbnico tipo Falcon com capacidade para 15 mL e acrescidos de metanol (5 mL, 80% v/v). O sistema foi

deixado em repouso por 24h ao abrigo da luz, sendo o extrato recolhido e utilizado nas anélises.
2.5 Preparo das solucfes para analise cromatogréfica

A solucéo padréo de rutina e as solu¢des dos extratos enriquecidos foram preparadas em metanol.
2.6 Analises cromatograficas

As andlises cromatogréaficas foram realizadas em HPLC-DAD Shimadzu, modelo Prominence
(Kyoto, Japéo). O volume de injecdo foi de 20 pL e a eluicdo em gradiente. Os cromatogramas foram
registrados de 190 a 450 nm, e a integracdo para quantificacdo de rutina a 350 nm. Os cromatogramas

foram integrados com software cromatografico de solucdo LC. As condi¢cdes cromatograficas podem ser

vistas na tabela 1.
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Tabela 1. Condi¢des cromatograficas utilizadas nas analises

Parametro
Comprimento de onda (A) 190 a 450 nm
Coluna cromatografica Shim-pack VP-ODS (C18) (250 x 4.6 mm |.D., 5 um)
Composigdo da fase movel Acetonitrila 100% (v/v) (A)
em modo gradiente Agua acidificada com acido fosférico 0,5% (v/v) (B)
Tempo (min) Fase A (%) Fase B (%)
0 20 80
10 30 70
25 22 78
30 20 80
45 20 80
Vazéo (mL min %) 0,90
Temperatura da coluna (°C) 30

Foi determinada equacao de regresséo (curva de calibracédo) para a quantificacdo da rutina, a partir
da injecdo do padrdo, em faixa linear de concentragdo (40, 200, 600, 1200 e 1800 mg L) nos extratos
(Tabela 2).

Tabela 2. Equacao de regresséo obtida a partir da analise do padrdo de rutina (pureza > 95%, Sigma-

Aldrich), em faixa linear de concentracédo (mg L) por CLAE -DAD

Padréo Faixa de Concentracdo (mg L) Equacéo R2
Rutina 40 a 1800 Y= 33720x - 627962 0,99

Nota: * Y = Area absoluta do pico; X = Concentragéo do composto no extrato (mg L)

3. Resultados e discussao

A umidade média dos frutos imaturos e maduros da fava d’anta foi de 8,56 + 0,41 e 8,03% = 0,20,
respectivamente. De acordo com Pinto e Bertolucci (2002), a umidade ideal para o armazenamento de
frutos de plantas medicinais e aromaticas é de 8 a 15%, o0 que estd adequado. Ainda segundo esses
autores, no caso das plantas medicinais, umidade acima de 20% pode favorecer atividade enzimatica,
podendo comprometer a qualidade da droga vegetal.

O rendimento da extracdo dos flavonoides dos frutos imaturos de fava-d’anta foi otimizado com base
nas doses dos sais utilizados durante o processo. Os resultados do experimento de otimiza¢do sao

apresentados na Tabela 3.
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Tabela 3. Rendimento da extracdo de rutina, a partir de frutos imaturos de fava-d’anta (Dimorphandra

mollis Benth.), em funcdo das doses de borato de sddio e cloreto de sédio

Rendimento do extrato enriquecido (%)

Teor de rutina (%)

Borato de Cloreto de
sédio (g) Sédio (9) Média + Desv. Padréo Média + Desv. Padréo
0 0 4,39+ 0,84 52,60 £12,99
0 10 3,82 +£0,40 52,95 £ 14,39
0 20 3,75 10,27 53,36 £ 3,48
0 30 2,60 £ 0,64 49,21 £ 23,67
0 40 3,38 +0,81 45,16 = 15,44
15 0 17,16 + 4,44 51,34 +7,81
15 10 16,06 + 5,20 48,73 £ 15,15
15 20 14,53 £ 1,50 45,55 + 23,99
15 30 15,27 £ 1,59 44,89 * 15,25
15 40 13,15+ 0,78 69,80 £ 10,23
30 0 16,86 + 6,35 49,80 *+ 23,56
30 10 15,58 = 6,00 40,59 = 25,40
30 20 15,96 £ 6,81 40,18 £ 22,52
30 30 1452 +7,91 60,52 £ 5,72
30 40 14,06 + 4,49 55,43 £ 15,75
45 0 17,13+ 9,03 62,17 £ 10,58
45 10 15,35 + 8,90 64,19+ 4,19
45 20 15,40 + 8,81 66,25 £ 7,91
45 30 17,68 + 5,97 32,38 £ 6,99
45 40 16,03 £ 4,24 60,72 + 5,96
60 0 12,04 £ 5,02 60,55 + 9,67
60 10 12,51 + 8,95 62,04 £ 27,78
60 20 11,07 £ 5,39 57,57+ 7,15
60 30 15,39 + 2,87 79,51 £12,53
60 40 13,93+1,91 50,45 + 24,22

Aplicando a analise de regressdo multipla aos dados experimentais, a variavel de resposta e as

variaveis de teste foram exibidas pela seguinte equagéo: Zi

1,3222* - 0,0075nsxi + 0,1652**yi —

0,0019**yi2, onde Zi corresponde ao rendimento de rutina, x ao efeito linear da dose de cloreto de sédio, y

ao efeito linear da dose de borato de sédio e y2 ao efeito quadratico da dose de borato de sddio. Como

mostrado na Tabela 4, o coeficiente de correlagéo (R?) foi calculado em 0,3084, sugerindo que 30,84% da

variacdo de rendimento foi atribuida aos fatores analisados. Os dados mostraram que o modelo foi

estatisticamente aceitavel no nivel P <0,01. A equacédo do modelo foi qualificada para prever o rendimento
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de rutina dentro da faixa de variaveis experimentais. No entanto, a analise mostrou que apenas a variavel

dose de borato de sddio influenciou estatisticamente o rendimento de rutina, o que reduz custos.

Tabela 4. Analise de regressao para rendimento de rutina em frutos de fava-d’anta (D. mollis Benth.)

Fonte de variacao Graus de Liberdade Quadrado Médio
Tratamento 24 7,2636"
Regresséo 3 41,1964**
Desv. Regresséo 21 2,4161"
Residuo 50 4,5283

R? 0,3084

Nota: ns= N&o significativo; **= Significativo a 0,01.

O rendimento de rutina pode ser previsto a partir do grafico de superficie de resposta 3D (Figura 2),
que revelou a sensibilidade do valor da resposta em relacdo & mudancga na varidvel. O rendimento
aumentou & medida que a dose de borato de sddio aumentou, tendo diminuido com a elevacdo da dose
de cloreto de sédio. Verifica-se, para o rendimento de rutina, que o maior resultado (106,5 mg/g) foi obtido
com a utilizacao de 45 g de borato de sédio combinado com 0 g de cloreto de sédio, sendo possivel obter
17,13 % + 9,03 de extrato concentrado de flavonoides, com rendimento de 62,17 % = 10,58 de rutina a
partir de frutos imaturos de fava d’anta.

O uso de borato de sédio aumenta o pH da solugéo (8,86 + 0,17) que, associado ao aquecimento,
possibilita a solubiliza¢éo da rutina no meio, visto que essa substancia apresenta baixa solubilidade em
agua (0,13 g/L). Apesar do uso do cloreto de sédio auxiliar no processo de precipitagdo de impurezas por
meio de operacéo de salting out, ndo foi observada diferenga com o uso do mesmo neste trabalho.

Figura 2. Superficie de resposta para rendimento de rutina (g) em funcéo de doses de borato de sédio e
cloreto de sédio aplicados no processo de extracdo de flavonoides em 50 g de frutos imaturos de fava-
d’anta (D. mollis Benth.).



3.1. Analise cromatografica de extratos metanélicos dos frutos de fava-d’anta

28

As analises em CLAE indicaram que o perfil cromatografico das amostras dos frutos imaturos e
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maduros apresentaram padrdo similar, sendo os picos de maior intensidade correspondente a rutina (TR:
8,30 min) (Figura 3).

Figura 3. Cromatogramas e espectros de absorcao na regido do ultravioleta (350 nm) do padrao de rutina

(A) e dos extratos metandlicos de frutos imaturos (B) e maduros (C) de fava-d’anta (D. mollis Benth.)
analisados por CLAE-DAD.

Foi observado maior teor médio de rutina nos frutos imaturos (17,65 % + 6,13) comparado aos frutos

coletados maduros (8,30 % + 2,47) (Tabela 5). Esse resultado confirma o apresentado por Vieira (2018)

que relatou que o teor de rutina tende a reduzir a partir do momento em que os frutos de fava d’anta ficam

maduros. O teor de rutina dos frutos imaturos apresentado se assemelha aos encontrados por Costa et al.

(2022) que obtiveram 13,8 % e Leite et al. (2020) que relataram 12,81 % de rutina em processo de extragdo
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com metanol. Embora os solventes orgénicos convencionais, como o metanol, sejam amplamente
utilizados para extracdo de metabolitos secundarios, seu uso pode causar problemas potenciais de

poluicdo ambiental e risco a saude (Mojzer et al., 2016).

Tabela 5. Teor médio de rutina dos frutos imaturos e maduros de fava-d’anta (D. mollis Benth.) coletados

em Sao Joao da Lagoa - MG

Teor de rutina (%)

Fruto Média + Desv. Padrao
Imaturo 17,65 + 6,13
Maduro (seco) 8,30 + 2,47

3.2. Analise cromatografica dos extratos enriquecidos obtidos a partir dos frutos de fava-d’anta

As analises em CLAE indicaram que o perfil cromatogréafico dos extratos enriquecidos, dos de frutos
imaturos e maduros, seguiu 0 mesmo padrdo das amostras dos frutos, sendo os picos de maior intensidade

correspondente a rutina (TR: 8,29 min) (Figura 4).
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Figura 4. Cromatogramas e espectros de absorcdo na regido do ultravioleta (350 nm) dos extratos
enriquecidos obtidos a partir de frutos imaturos (A) e maduros (B) analisados por cromatografia liquida de

alta eficiéncia com deteccéo por arranjo de diodos.
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Quando submetidos ao processo de extracdo desenvolvido no presente trabalho, observou-se
variagdo no rendimento de rutina nos extratos dos frutos imaturos (39,55% + 13,82) e maduros (20,40 %
* 6,04) (Tabela 6). Conforme mencionado, o teor de rutina presente nos frutos da fava-d’anta é influenciado
pelo estadio em que se encontra o fruto. Além disso, outros fatores podem afetar o perfil dos metabdlitos
secundarios presentes nas plantas como solo, sazonalidade, precipitacéo, radiacdo, periodo fenoldgico e,

ainda, caracteristicas genéticas da planta (Da Silva Neto, 2021).

Tabela 6. Rendimento do extrato enriquecido e de rutina obtidos a partir de frutos imaturos e maduros

(secos) de fava-d’anta (D. mollis Benth.)

Rendimento do extrato enriquecido (%)  Teor de rutina no extrato concentrado (%)

Média + Desv. Padréao Média + Desv. Padréao
Frutos imaturos 16,47 + 1,91 39,55 + 13,82
Frutos maduros 11,14 + 1,41 20,40 £ 6,04

O rendimento do extrato enriquecido obtido nesse estudo foi semelhante ao relatado por Leite et al.
(2020) que obteve rendimento médio de 13,14 % + 2,51, em processo de extragdo utilizando agua como
solvente. O rendimento de rutina obtida no processo também foi semelhante ao de Leite et al. (2020), que
apresentou 8,3 %. Os frutos imaturos apresentaram maior capacidade de recupera¢éo da rutina quando
comparados aos maduros, submetidos ao processo de extragdo desenvolvido. Esse resultado corrobora
com Costa et al. (2022), que sugere a coleta de frutos imaturos para garantir maior rendimento de rutina
nos frutos de fava d’anta e tem sido a recomendacéo usual das industrias ao longo de décadas. No entanto,
com a utilizagcdo de frutos maduros, pode-se aproveitar as sementes para obtencdo de galactomanana,
utilizada em formula¢des de alimentos, farmacos e cosméticos (Souza, 2021), ampliando possibilidades

de uso dos frutos.

4. Concluséao

Neste trabalho foi desenvolvido método de extracdo aquoso de flavonoides para frutos de fava-
d’anta. O maior rendimento de extracao foi possivel com o uso de 45 g de borato de s6dio no processo.
Observou-se que o processo de extracdo com dgua comprometeu o rendimento final de rutina, no entanto
tal solvente tem menor custo e seguranga de uso, para o meio ambiente e pessoal envolvido na extracao,

se comparado a solventes organicos tradicionalmente usados.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

Foi desenvolvido processo para obtengéo de extrato enriquecido de flavonoides, utilizando apenas
agua como solvente em todas as etapas.

Devido a simplicidade das etapas, o0 método proposto mostrou-se viavel de ser empregado em
instalacdes de beneficiamento de frutos em cooperativas e associacfes de agricultores/extrativistas.

Os frutos imaturos apresentaram maior capacidade de recuperacdo da rutina, quando comparado

aos frutos maduros, submetidos ao processo desenvolvido.
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