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RESUMO

Objetivo da pesquisa foi avaliar o processo de beneficiamento primario de Passiflora
incarnata realizado no municipio de Botucatu com a inclusdo de um sistema de
monitoramento da temperatura e umidade de baixo custo, por meio de um software
open-source em um secador artesanal & lenha e a avaliacdo do processamento pés-
colheita da biomassa de P. incarnata, quantificando teor de vitexina por CLUE-EM. O
trabalho foi desenvolvido no sitio Dois Irmaos, entre as coordenadas geograficas,
latitude 22°56'49,27” Sul e longitude 48°34°'42,80” Oeste, aos 765 m de altitude no
distrito de Rubido Junior, bairro rural Chaparral. Acompanhou-se a colheita e o
beneficiamento de P. incarnata durante dois anos (2015 e 2016). A metodologia
utilizada foi a de observacdo direta. A estrutura do secador confeccionado pelo
produtor familiar de alvenaria (barro-cimento), reutilizando uma construcao que ja
existia na area. Para a avaliacdo do teor de vitexina foram escolhidos e marcados
seis individuos de P. incarnata e coletados durante as trés épocas de colheita de
2016 (abril, setembro e novembro) e trés tratamentos prévios a secagem de
fragmentacdo: parte aérea ndo fragmentada (NF); fragmentada média, de 1 cm a 5
cm (FM), e fragmentada pequena, abaixo de 0,5 cm (FP). As analises de CLUE-EM
foram realizadas em espectrometro de massas Accela (Thermo Scientific®) modelo
LCQ Fleet com lon Trap 3D via analise de injecdo de fluxo (FIA) e ionizagdo por
eletronebulizacdo com separacdes cromatogréaficas realizadas em coluna de fase
reversa (Cig) e a fase moével composta de uma mistura de MeOH:H.O. A
desidratacdo da parte aérea do P. incarnata ocorre, em média, durante cerca de 22
horas e meia, parando no periodo noturno por (11 horas) atingindo umidade relativa
maxima de 73,8 % e minima de 9,6 % e temperaturas maxima e minima,
respectivamente, de 53,5 e 20,9° C. Durante todo processo de desidratacdo o
secador manteve a temperatura interna acima da temperatura do ambiente e a
umidade relativa do ar abaixo da umidade do ambiente cumprindo sua funcéo
mesmo nos momentos que nao foi alimentado por lenha. Apesar da grande variagao
nos teores de vitexina do tratamento ndo fragmentado e da segunda época de
colheita e a média dos tratamentos ndo apresentaram diferencgas significativas entre
os tipos de fragmentacdo pré-secagem e teores de vitexina, sendo a fragmentacao
recomendada para facilitar o processo de secagem da espécie.

Palavras-chave: Plantas Medicinais; Pos-colheita; Secagem; Fragmentacéo; CLUE-
EM






ABSTRACT

The objective of this research was to evaluate the process of primary processing of
Passiflora incarnata in a low cost temperature and humidity monitoring system, which
was carried out in Botucatu by means of an open-source software in a wood-fired
drier and the evaluation of the post-harvest processing of the P. incarnata biomass by
the vitexin content by UHPLC-MS with a data metabolic approach.The work was
developed in Dois Irméos, between the geographical coordinates, latitude
22°56'49.27 "South and longitude 48°34'42.80" West, at 765m altitude in the district
of Rubido Junior, rural district Chaparral. The experiment was conducted with
different seasons of harvest and beneficiation of P. incarnata during two years (2015
and 2016).The methodology used was direct observation and photographic record.
The structure of the dryer made by the producer was masonry (clay-cement), reused
a construction that already existed in the area. Six individuals of P. incarnata were
used to evaluate the vitexin content during the three harvest seasons in 2016 (april,
september and november) and three treatments prior to fragmentation drying: non-
fragmented aerial part (NF); Fragmented medium from 1 cm to 5 cm (FM) and small
fragmented, below 0.5 cm (FS). The UHPLC-MS analysis was performed on an
Accela mass spectrometer (Thermo Scientific ®) LCQ Fleet model with lon Trap 3D
via flow injection analysis (FIA) and electrospray ionization with reverse phase (Cis)
column chromatographic separations and the mobile phase composed of a mixture of
MeOH:H,0. The dehydration of the shoot of the wild passion fruit occurred for twenty
two and a half hours, the relative humidity reached at 73.8% (maximum) and 9.6%
(minimum), the temperature kept between 53.5 and 20.9° C. With the dehydration
process the internal temperature of dryer kept above of ambient temperature , whiule
the air relative humidity stayed below of the ambient humidity, which guaranteed its
function even without fueled by firewood accidentally.

Keywords: Medicinal plants; Post-harvest; Dryer; Fragmentation; UHPLC/MS.
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INTRODUGAO GERAL

O panorama da cadeia produtiva de fitoterapicos no Brasil aponta que as ultimas
décadas foram um marco de divulgacdo e reconhecimento das substancias bioativas
oriunda dos vegetais. Nunca se teve no pais tantos incentivos para producédo de
conhecimento cientifico, em diversas areas, sobre este saber tdo antigo que foi essencial
para o desenvolvimento da espécie humana e da sociedade (LOURENZANI;
LOURENZANI; BATALHA, 2004; NASCIMENTO; MALDONADO; ARNOBIO, 2015).

A diversidade floristica encontradas nos diferentes biomas brasileiros permitiu ao
longo da ocupacédo do territério popularizacdo de uma infinidade de remédios caseiros
para solucionar problemas de saude e prevenir doencas, sua utilizacdo depende da
identificacdo correta da espécie da maneira de prepara-la, sendo as formas mais comuns
em chas, macerados, sumos, xaropes e tinturas (ALMEIDA, 2006). Ja os fitoterapicos,
compreendidos como medicamentos produzidos exclusivamente com matéria-prima ativa
vegetal, buscam aliar o conhecimento popular ao conhecimento cientifico promovendo
producdo industrial com alta tecnologia afim de garantir maior seguranca, eficécia,
dosagem correta, rastreabilidade dos medicamentos disponiveis no mercado (BRASIL,
2009)

Com 10 pouco mais de dez anos de implementacdo, a Politica Nacional de
Plantas Medicinais e Fitoterapicos, tem instituido rumos para demandas econdmicas e
sociais tendo entre, outros objetivos, a incluséo efetiva ao Sistema Unico de Satide (SUS)
e da agricultura familiar na cadeia produtiva, bem como a integragdo deste com o0s
diversos elos que fazem parte da cadeia produtiva de plantas medicinais e fitoterapicos
(OLIVEIRA; ROPKE, 2016).

Juntamente com a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
do SUS, o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (PNPMF), tem
popularizado a fitoterapia entre profissionais da é&rea da saude, valorizando e
ressignificando o uso de plantas e medicamentos fitoterapicos pela populacédo. Pode se
apontar a implementacdo das Farmacias Vivas como uma maneira de devolver a ciéncia
das plantas medicinais para a comunidade, criando um norte para o desenvolvimento de
cadeias produtivas locais (BRASIL, 2006a; BRUNING; MOSEGUI; VIANNA, 2012; DE
ABREU MATOS, 2006; DE FIGUEREDO; GURGEL; GURGEL JUNIOR, 2014).
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Com o intuito de orientar estudos e o cultivo das espécies com propriedades
bioativas, foi desenvolvida uma Relacdo Nacional de Plantas Medicinais de interesse ao
SUS (RENISUS), que abrange 74 espécies com potencial de avanco e de
desenvolvimento da cadeia produtiva que gere produtos para rede publica de saude DE
SOUZA (BRASIL, 2009).

Uma das espécies citadas na lista € o maracujazeiro-silvestre (Passiflora
incarnata L.), principal espécie do género conhecida e estudada mundialmente devido seu
efeito tranquilizante do sistema nervoso, diminuindo sintomas de ansiedade, estresse e
distarbios do sono. Efeitos relacionado ao alto teor de flavonoides presentes em toda a
planta, principalmente na parte aérea (CAMPOS, 2015; PATEL et al., 2011).

As espécies mais importantes de Passiflora cultivadas nacionalmente sdo as que
produzem frutos comerciais como Passiflora edulis Sims f. flavicarpa DEG, também
indicada na lista da RENISUS como medicinal (BRASIL, 2009; COSTA; COSTA, 2005).
Por ndo ser uma espécie utilizada com esse fim, sdo escassos os trabalhos que
descrevam o processo de cultivo e poés-colheita de P. incarnata no pais, sabendo-se
pouco sobre sua adaptacdo, comportamento fisiolégico e fitoquimico (CAMPOS.
Entretanto o da fato da espécie ser a Passiflora mais identificada em formulagcbes de
fitoterapicos comercializados nacionalmente ter o cultivo ainda incipiente, demonstra um
gargalo da cadeia produtiva, corroborando com a importancia do fomento a producao
nacional de plantas medicinais (NASCIMENTO; MALDONADO; ARNOBIO, 2015;
ORTEGA et al., 1989).

O PNPMF destaca também, a atuacdo da agricultura familiar como ideal para
producado de insumos farmacéuticos de origem vegetal, oferecendo muitos ganhos para o
crescimento de pequenas produgdes. Historicamente a concepgao de agricultura familiar
passou por diversas transformacdes, adaptando-se as mudancas ocorridas no ambiente
rural e buscando estratégias de sobrevivéncia frente ao modelo imposto pelo
agronegocio. Atualmente, a mesma é reconhecida como a responsavel pela maior parte
da producao de alimentos, que fazem parte da mesa dos brasileiros diariamente e tem se
fortalecido coletivamente para solucionar as dificuldades do acesso a tecnologia e
conhecimento técnico (ALTAFIN, 2007; BRASIL, 2016).

A colheita e procedimentos de poés-colheita sdo consideradas as fases mais

delicadas para os produtores, por ser 0 momento em que mais se manuseia a matéria-
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prima demandando certa agilidade e tecnologia para seu desenvolvimento satisfatério
(MARQUES, 2009).

A secagem da matéria-prima vegetal deve ser monitorada, avaliando se a
temperatura e a umidade durante o processo é adequada a espécie de interesse. Este
processo € de suma importdncia para uma diminuir, de maneira eficaz, a atividade
enzimatica (DE OLIVEIRA, 2011). Indica-se que a planta a ser seca deva estar
previamente limpa, livre de contaminantes ou que passe por um processamento para
facilitar a secagem, como a fragmentacao, que promovera a desidratacdo homogénea da
biomassa (CORREA JUNIOR; SCHEFFER, 2013).

O acesso de agricultores e agricultoras familiares a tecnologias recentes com este
fim ainda é pequeno, principalmente por estas ndo serem adaptaveis as caracteristicas
sociais e econdmicas do grupo fazendo com que estes tenham que desenvolver suas
habilidades usando a criatividade para a construcdo de seus secadores (DAGNINO, 2004;
MARQUES, 2009). O uso de softwares open-source sao uma fonte inesgotavel de
solucbes para o desenvolvimento de tecnologias sociais com inovacdes, robustez e
automacao dos processos desenvolvidos de forma autbnoma produzidos a baixo custo
em relagcdo aos produtos comerciais (BARRETTO; PIAZZALUNGA, 2012; DE SOUZA et
al., 2011; TORRES et al., 2015).

O controle de qualidade da biomassa vegetal ap6s a colheita pode ser feito
através de técnicas fisico-quimicas de separacdo de substancias como a cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE), a mais difundida nas ultimas décadas. Existem muitas
variacfes do método, que € utilizado de acordo com a mistura a ser examinada, podendo
variar o tipo de coluna, sistemas de injecdo mais rapidos e detectores acoplados (FUNARI
et al., 2013).

Entre as tecnologias disponiveis, existem as que possibilitam maior sutileza,
resolucdo para identificacdo e quantificacdo de diversos compostos bioativos na mesma
amostra, o que favorece o conhecimento maior sobre a espécie e ampara o uso holistico
dos medicamentos fitoterapicos, além de apresentarem menor tempo de avaliacdo e que
também promover a diminuicdo de residuos ambientais, tornando o procedimento de
analise fitoquimica, realizada por vezes com substancias toxicas, parte do processo de
sustentabilidade do produto (MALDANER; JARDIM, 2009; WOLFENDER et al., 2013).
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Com do uso de pequenas particulas porosas (< 2 ym) na fase estacionaria e
volumes de amostras, submetidos a altas pressbes e velocidades lineares, a
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) pode aumentar a detectabilidade
eficiéncia e a resolucéo de analise. o uso de CLUE acoplada a espectrometria de massas
(CLUE-EM), ja esta arraigado sendo empregada diversas areas, com equipamentos com
capacidade de trabalhar com baixos tempos de residéncia, de troca de canal e troca de
varredura que conceda a quantidade suficiente de pontos para construcdo dos picos
cromatograficos (MALDANER; JARDIM, 2012).

Desta forma, o objetivo geral do presente trabalho € elucidar um estudo de caso
sobre o beneficiamento primario de Passiflora incarnata na cidade de Botucatu, interior de
Sdo Paulo, acompanhando o processo de secagem dos produtores familiares
participantes do arranjo produtivo local de plantas medicinais, por meio da implantacdo de
um termo-higrometro digital de baixo custo desenvolvido com tecnologia open-source e
avaliacdo do teor de vitexina por CLUE-EM de exemplares da espécie submetidos a

técnica de fragmentacéo da biomassa pré-secagem em trés colheitas.



CAPITULO 1

Desempenho de um secador artesanal a lenha na desidratacdo de Passiflora

incarnata L. cultivada em sistema organico
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RESUMO

O trabalho teve como objetivo relatar o processo de beneficiamento primario de P.
incarnata a fim de avaliar as oscilagbes da temperatura, umidade relativa do ar e
da perda de agua da massa vegetal nas diferentes regiées de um secador a lenha
artesanal. O estudo foi realizado no sitio Dois Irméos, localizado entre as
coordenadas geograficas, latitude 22°56'49,27” Sul e longitude 48°34'42,80” Oeste.
A colheita e o beneficiamento primario de P. incarnata foi acompanhado durante
dois anos (2015 e 2016) através da observacao direta e registro fotografico. Um
modelo de termo-higrdbmetro confeccionado a partir da plataforma livre Arduino,
com sensores internos e externos ao secador para avaliar as variagcdes de
temperatura e umidade durante a secagem do més de novembro de 2016. A
desidratacdo da parte aérea de P. incarnata ocorre, em média, durante cerca de 22
horas e meia, sendo 11 horas de secagem ativa com a queima de madeira e 0
restante do tempo € em decorréncia a pausa noturna sem adicdo de lenha na
fornalha, notou-se que material continuou aquecido e perdendo massa durante a
noite. O secador atingiu umidade relativa maxima de 73,8% e minima de 9,6% e
temperaturas maxima e minima, respectivamente, de 53,5 e 20,9° C. A regressao
apontou que a perda de peso das amostras foi constante e linear, sendo que o
tratamento distante da fornalha apresentou R? menor que o tratamento préximo a
fornalha. O protétipo utilizado gerou interesse dos agricultores, sendo entdo
desenvolvido um modelo para auxiliar a aferir as temperaturas indicadas para a
espécie em estudo, o mesmo apresenta dois sensores para deteccdo das
variaveis, programacdo sonora e pode ser facilmente reproduzido a partir de

conhecimentos basicos de programacao, de maneira livre e a baixo custo.

Palavras-chave: Agricultura Familiar; Arduino; Plantas Medicinais
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ABSTRACT

The objective of this work was to evaluate the effect of temperature, relative air humidity
and water loss of the vegetal mass on primary processing of P. incarnata with an artisanal
firewood dryer in different regions. The study was carried out in Dois Irmaos, which located
in latitude 22°56'49.27 "South and longitude 48°34'42.80" West. Three harvests of primary
processing of P. incarnata were monitored in 2015 and 2016 through direct observation
and photographic record. A thermohygrometer model made from free Arduino platform,
with internal and external sensors to the dryer to monitor the temperature and humidity
variations during the drying process in November of 2016. The dehydration of the aerial
part of P. incarnata occurred for twenty-two hours, which was executed drying with wood
burning, and the rest of night during the process without addition of wood in the furnace,
we noticed that the material remained being heated and kept lost of mass at night. The
maximum relative humidity of dryer reached at 73.8% and 9.6% at minimum, and the
maximum and minimum temperature kept at, 53.5 ° C and 20.9 ° C, respectively. The
regression indicated that the weight loss of samples was constant and linear, which the
treatment of far from the furnace presented R? was smaller than the treatment near the
furnace. The prototype gained interest of farmers, and the model was then developed to
verify the indicated temperatures for the species under study, which presented two
sensors for the detection of the variables, sound programming can be easily reproduced

from basic programming knowledge, in a way of low cost or for free

Keywords: Family farming; Arduino; Medicinal plants
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1. INTRODUGCAO

Das ervas misticas utilizadas por raizeiros, pajés e benzedeiras aos medicamentos
fitoterdpicos, o uso do reino vegetal para o tratamento de doencas tem uma relacdo
intrinseca com a cultura, ecologia, religiosidade e o desenvolvimento de diversos grupos
étnicos nacionais. As plantas com fim medicinal nunca foram tdo valorizados quanto nas
tltimas décadas no pais, crescendo o0s incentivos para a producdo ou extrativismo
sustentavel, através da agricultura familiar e disponibilidade de conhecimento cientifico
interdisciplinar sobre espécies nativas e adaptadas (ALMEIDA, 2003; BRASIL, 2006a).

A agricultura familiar representa a maioria dos produtores rurais do Brasil, cerca de
84% do total de agricultores. Estes ocupam 24,3% das terras disponiveis para
estabelecimentos agropecuarios chegando a empregar cerca de 12,3 milhées de pessoas
no campo, apesar do pequeno espaco ocupado pelos empreendimentos familiares, estes
sd0 0s principais responsaveis pelo abastecimento de alimentos no mercado interno
sendo seu produto alinhado as necessidades da populacao (IBGE, 2006).

De carater mdultiplo, a agricultura familiar € composta por diversos grupos que
apresentam caracteristicas peculiares em cada regido, pequenos e médios detentores de
terras de até quatro médulos fiscais que mantém a cultura da vida no campo viva, se
adaptando as mudancas tecnoldgicas e ecoldgicas ocorridas principalmente no fim do
século XX (MOREIRA, 2013).

Em busca de sistemas agricolas mais sustentaveis, produtores, pesquisadores e
profissionais passaram a considerar a complexidade do agroecossistema, ndo somente
no aspecto econdémico, mas também em seus aspectos ecoldgicos e sociais, respeitando
suas diferencas culturais (AMOROZO, 2013).

Entre as diversas formas de agricultura de base ecoldgica somente a agricultura
organica apresenta legislacdo especifica, caracterizando técnicas especificas de
otimizacdo de recursos naturais e socioeconémicos disponiveis, empregando métodos
biolégicos e mecanicos em detrimento de materiais sintéticos, organismos geneticamente
modificados e radiagdo ionizante, em qualquer parte do processo de produgéo,
valorizando a integridade cultural das comunidades rurais, tendo como propdsito a
sustentabilidade econémica e ecoldgica (BRASIL, 2003).

Nesse setor a horticultura organica € a atividade produtiva que mais cresce,

essencialmente pelo aumento significativo de consumidores nos ultimos anos, devido ao
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maior fluxo de informacdes sobre saude, nutricdo e impactos ambientais, causados pela
agricultura convencional. Produtos organicos como frutas, hortalicas e plantas
condimentares e medicinais podem ser encontradas em feiras livres e em grandes redes
de supermercados, de maneira processadas ou in natura (SEDIYAMA; DOS SANTOS; DE
LIMA, 2015).

O cultivo organico € o mais adequado para producdo de plantas medicinais, por
apresentar técnicas que ndo modificam a composi¢do dos principios ativos de interesse,
mantendo relacdes ecoldgicas ideais para o desenvolvimento de metabolitos secundarios
e sem residuos toxicos que possam prejudicar os usuarios. Além disso, € ideal para
producdo em pequenas e médias escalas, permitindo lucro por ser praticada a baixos
custos (CORREA JUNIOR; SCHEFFER, 2013). Contudo, a maior parte das espécies
medicinais disponiveis para comercializacdo € de origem extrativista, fato que dificulta a
rastreabilidade da matéria-prima e que gera pressdes ecoldgicas sob as vegetacdes
nativas (BARATA, 2005).

De acordo com o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos deve-se
estabelecer um mecanismo de incentivo para o desenvolvimento sustentavel desta cadeia
produtiva, com a insercdo da agricultura familiar e formacdo técnico-cientifica que
contribua com a promoc¢do de boas praticas de cultivo, manipulagcdo e producdo de
plantas medicinais (BRASIL, 2009).

Entre as espécies do género Passiflora a espécie Passiflora incarnata € a mais
indicada para uso medicinal em farmacopeias do mundo todo. Popularmente € indicada
como calmante, ansiolitico e sedativo leve, apesar de ndo se conhecer qual ou quais
substancias sao responsaveis pelo efeito calmante, credita-se ao seu valor medicinal ao
alto teor de flavonoides presentes em toda a planta, principalmente na parte aérea
(DHAWAN; KUMAR; SHARMA, 2001; MASTEIKOVA et al., 2008). Também é indicada
para o tratamento de ansiedade, deficit de atengao, aliviar os sintomas de abstinéncia do
tabagismo, alcoolismo, nevralgias, insonia, eripsela e menopausa (GOSMANN et al.,
2011; PATEL et al., 2009).

Como outros insumos vegetais do setor farmacéutico brasileiro a P. incarnata é pouco
cultivada no pais, apesar de ser a espécie de maracujazeiro mais utilizada em
fitoterapicos nacionais, sendo escassos estudos sobre seu cultivo, poés-colheita e
beneficiamento (CAMPOS, 2015; REIMBERG; COLOMBO; YARIWAKE, 2009). Para o

maracujazeiro azedo (Passiflora edulis Sims) encontram-se trabalhos relacionadas a
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temperatura de secagem de diversas partes que sdo utilizada da planta como as folhas,
casca, polpa e sementes (AMBEKAR; GOKHALE; LELE, 2013; CARLESSO et al., 2008;
DEUS, 2011; OLIVEIRA, 2011).

Para assegurar a conservacdo da qualidade das técnicas de cultivo as plantas
medicinais precisam passar por um beneficiamento ainda na propriedade agricola, com
procedimentos de pré-limpeza, secagem e em alguns casos pos-secagem (BRASIL,
2006b).

Apbs a colheita as principais atividades sdo a secagem e o armazenamento, nestas
ocorrem maior contato direto e manejo da biomassa fresca pelo agricultor demandando
maiores cuidados (TONIN, 2010).

Para manter integro por mais tempo os teores de principio ativo, na espécie de
interesse, é necessario diminuir ao maximo os teores de agua da biomassa vegetal. O
processo de desidratacdo envolve troca simultdnea de calor e de massa, diminuindo a
disponibilidade de &agua livre nos tecidos vegetais e também reduzindo a atividade
enzimatica, o crescimento microbiano e decomposi¢cdes fisico-quimicas das moléculas
bioativas (DE OLIVEIRA, 2011; PACHU, 2007).

A desidratacdo de plantas medicinais, aromaticas e condimentares por muito tempo
foi feita a partir dos métodos de ventilacdo natural em que a biomassa ficava exposta a
acdo do sol e do vento, no campo ou em locais sombreados. Hoje em dia, os métodos
artificiais, mesmo com alto custo, sdo considerados mais eficientes, principalmente, para
secagem em larga escala por altas ou baixas temperaturas (MARCHESE; FIGUEIRA,
2005).

Industrialmente a escolha por um secador é feita a partir da analise do processo em
que esta inserida a etapa de secagem, incluindo informagfes sobre o produto final e
sobre a matéria-prima utilizada, estabelecendo um roteiro ou fluxograma com
guestionamentos que direcionam o0 equipamento mais apropriado para cada situacao
(ALONSO; PARK, 2005; PARK et al., 2007). Entretanto, para muitos agricultores as
informacdes e equipamentos sobre a secagem de plantas medicinais sdo escassos, além
disso, as tecnologias disponiveis muitas vezes sdo inadequadas a realidade e
incompativeis financeiramente. Esta situacdo promove uma série de estratégias por parte

dos produtores para beneficiarem sua mercadoria muitas vezes esbarrando em
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dificuldades impostas pela tecnologia convencional para aperfeicoar o processo de
desidratacdo, ja que estas sao feitas para suprir o consumo de grandes empreendedores
(MARQUES, 2009).

Adaptadas ao reduzido tamanho fisico e financeiro, como no caso de agricultores
familiares, o conceito de tecnologias sociais busca ser ndo discriminatoério, orientado por
um mercado interno de massa, visa libertar o potencial e a criatividade de quem produziu
apoiado no conhecimento cientifico e tecnolégico afim de promover a melhoria da
qualidade de vida de comunidades (BARRETTO; PIAZZALUNGA, 2012; DAGNINO,
2004).

As plataformas abertas de desenvolvimento sdo uma maneira de adaptar e
disponibilizar tecnologias recentes de baixo custo para diversas areas de conhecimento,
tendo como diferencial o uso de maneira open-source, onde uma comunidade de usuarios
online produz e aperfeicoa constantemente seus projetos para estas plataformas,
divulgando-os livremente, a partir de tutoriais e foruns de discussdo na internet sobre a
sua utilizacao e programacéo (DA FONSECA; ALEXANDRE, 2011).

Um microcontrolador € compreendido como a evolu¢cdo de um microprocessador,
ampliado com sistemas de temporizacdo, aquisicdo e de comunicagdo em um mesmo
circuito integrado. O Arduino é uma plataforma de prototipagem eletrénica open-source
muito utilizadas atualmente, criada em 2005, tinha objetivo de ser utilizada em atividades
educacionais de interacao, foi produzido para desenvolver objetos interativos, por meio de
sensores, chaves e outros atuadores utilizados como forma de interacdo no mundo fisico
(GONZAGA, 2015).

Apesar da importancia do processo de desidratacédo para a manutencao da qualidade
e estabilidade da matéria vegetal fazer parte do beneficiamento primario, observa-se que
as opcoes de equipamentos e tecnologias disponiveis ndo estdo acessiveis para 0s
principais usuarios, produtores e extrativistas da agricultura familiar, tornando-se
necessarias intervencdes coletivas para adaptagéo de tecnologias livres e acessiveis para
o grupo (MARQUES, 2009).

Assim, 0 objetivo geral foi descrever o processo de beneficiamento primario de P.
incarnata a fim de contribuir com o conhecimento local e avaliar as oscilacbes da

temperatura, umidade relativa do ar e da perda de 4gua da massa vegetal nas diferentes
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regides de um secador a lenha artesanal através da implantacdo de um termo-higrémetro

com a plataforma livre Arduino.
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2. MATERIAL E METODOS

2.1. Caracterizacao da area estudada

A area em estudo esta localizada no sitio Dois Irméos, entre as coordenadas
geograficas latitude 22°56'49,27” Sul e longitude 48°34'42,80” Oeste, aos 765 m de
altitude no distrito de Rubido Junior, bairro rural Chaparral. A classificacdo climatica
definida pelo método de Koppen como Cfa, o clima é caracterizado como temperado
guente (mesotérmico) e umido, com pequena deficiéncia hidrica (nos meses de abril, julho
e agosto) sendo a temperatura média do més mais quente superior a 22 °C (DA CUNHA;
MARTINS, 2009).

Acompanhou-se a colheita e o beneficiamento de P. incarnata durante dois anos
(2015 e 2016), atraves de observacdes diretas, ou seja, observacdes e registro livre dos
fenbmenos em campo, que consistiram em: descricdo da rotina do informante durante
todo o processo de pés-colheita de P. incarnata, através dos registros fotograficos e da

descricéo de cada etapa.

2.2. Secador artesanal a lenha

O secador existente na propriedade foi confeccionado pelo produtor, de alvenaria
(barro-cimento), com area total de 26,70 m?, incluindo uma estrutura de apoio de malha a
0,50 m do chdo e uma fornalha alimentada por lenha de eucalipto com chaminé e
ventilador que separam o ar quente da fumaca. Maiores detalhes das diferentes partes do

secador podem ser observados na Figura 1.
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Figura 1. Projecdo lateral com as dimensdes externas da regido de secagem com saidas de ar e
porta (A) e reaido de fornalha (B) e planta baixa do secador artesanal.

2.3. Termo-higrometro

Um modelo de termo-higrémetro foi produzido pensando no contexto
socioecondmico dos produtores de P. incarnata da regido buscando adaptar as
necessidades destes produtores e ser reprodutivel. O equipamento foi utilizado para

avaliar a temperatura e umidade do secador e do ambiente do entorno durante a
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desidratacdo da massa fresca da colheita de outubro de 2016. O prot6tipo foi construido
com auxilio técnico do Instituto de Pesquisas Meteoroldgicas (IPMet) FC/ UNESP/ Bauru/
SP e por um aluno de graduacao do curso de Meteorologia, da mesma unidade, utilizando
a plataforma de computacéo fisica do Arduino, que foi escolhida por ser uma plataforma
livre que pode possibilitar a inclusdo de diversos softwares a medida que for necessario

para facilitar o controle das variaveis do secador.

Os sensores de temperatura e umidade relativa do ar foram instalados
externamente,a dois metros e meio do solo, juntamente com a plataforma fisica do
Arduino, distante cinco metros do secador (Figura 2) e internamente os sensores foram
distribuidos préximo ao telhado do secador, a um metro e meio da biomassa a ser seca.
As leituras dos sensores foram obtidas a cada cinco segundos, e gravadas num cartdo de
memoria, através da transformacédo dos niveis de tensdo em valores de temperatura (°C)
e umidade relativa do ar (%), estes foram armazenados em planilhas eletrbnicas
(THOMAZINI, 2015).

Sensores externos

Base fisica Arduino

Figura 2. Base fisica do Arduino e sensores instalados para medicéo
das variaveis de temperatura e umidade em Botucatu/SP
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2.4. Determinacao do teor de umidade da biomassa

Durante a secagem de P. incarnata, no més de novembro de 2016, foram
avaliados os teores de umidade das folhas de P. incarnata, com auxilio do termo-
higrdmetro que foi implantado, mantendo-se a temperatura controlada entre 50 e 60 °C *
3°C.

Foram utilizadas seis repeticdes para cada tratamento, designado pela regido do
secador: proximo da fornalha (PF) e distante da fornalha (DF), com aproximadamente 100
gramas de biomassa fresca em sacos de papel pardo espalhados em cada lado do
secador (Figura 3). Para comparacédo a secagem também foi avaliada em estufa elétrica

de bandejas no laboratério a 60°.

As medi¢Bes foram realizadas com auxilio de uma balanga semi-analitica digital
(SHIMADZU, UX series) a cada 30 minutos nas primeiras 5 horas, pausando durante o
periodo noturno e retornando, apos 13 horas, no periodo matutino a cada uma hora, até o
momento em que o0s produtores a caracterizavam o material como seco (folhas e galhos
quebrando facilmente) (MARTINS et al., 2002; THOMAZINI, 2015) (Figura 4).



Fente: ANTONELLO, 2016

Figura 3.Esquema do secador artesanal, a regido do secador em queficaram os tratamentos
proxima a fornalha (PF) e distante da fornalha(DF). Botucatu/SP

38
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Figura 4. Amostras dispostasdentro do secador para avaliagéo do teor
de umidade de P. incarnata, Botucatu/SP

Para a determinacao do teor de umidade de P. incarnata foi utilizada a seguinte

formula:

% b.s. = 2L ) 100 3

Onde % b.s. é a porcentagem da umidade em base seca , ma é a massa de
agua (peso inicial- peso final) e ms é massa seca.

Para avaliar a diferenca nas médias dos pesos ao longo da secagem entre 0s
tratamentos, os dados foram submetidos a um teste ndo-paramétrico de Wilcoxon-Mann-
Whitney (Teste U). Também foi realizada uma analise de regressao afim de apontar a
relacdo entre a variavel independente (peso) e variavel resposta (tempo) (ZAR, 1999).
Todos os testes foram realizados em nivel de significancia de 5%.

O grafico de perda de agua em relacdo ao tempo (% b.s.), as analises e equacdes

de regresséao foram realizados com auxilio do programa Libreoffice Calc 5.0.
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2.5. Analise estatistica de temperatura e umidade relativa

A partir dos dados de duas secagens, foram construidos graficos de temperatura
e umidade relativa do secador e do ambiente através dos dados recolhidos a cada cinco

segundos e das médias da temperatura em cada hora (THOMAZINI, 2015).

Os dados foram organizados em tabelas expondo as porcentagens de
temperatura e umidade maxima e minima registradas pelo termo-higrémetro no secador
artesanal (BEKKIOU et al., 2009; THOMAZINI, 2015).

Para a medigéo da temperatura média e umidade relativa do ambiente foi utilizado
o0 método de poucas observacdes recomendado pelo Instituto Nacional de Meteorologia
(INMET), designado temperatura e umidade relativa do ar média compensada (RAMOS,;
FORTES, 2009):

_ Tl?.h. k + 2T24h LKk T Tma.t. k + Tmin. k (1)
med
_ UR 124, k+ UR 184, i;+ 2UR241'1. k (2)
med 4
Onde:

k = dia em que foi realizada a secagem.

Tmed/ UR med= temperatura e umidade relativa média do dia
t12h/ UR 12h=temperatura e umidade relativa as 12 h

t24h/ UR 24h= temperatura e umidade relativa as 24 h

tmax/ UR max= temperatura e umidade relativa maxima obtida no dia
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tmin/ UR min= temperatura e umidade relativa minima obtida no dia

A fim de adquirir também uma medida Unica diaria das variaveis analisadas no
secador, de maneira mais fiel ao observado, foram calculadas, inicialmente a temperatura
e umidade relativa maximas, médias e minimas diarias. A partir da diferenca entre
maximas e minimas originou-se as variaveis AT e AUR que séo, respectivamente, a

variacdo da temperatura e da umidade relativa ao longo do dia (THOMAZINI, 2015).
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Colheita e Beneficiamento

A época de colheita de P. incarnata no municipio de Botucatu ocorre nos meses
de abril, outubro e novembro. Em uma area de 1,4 ha cultivados, em 2015 (trés colheitas)
a propriedade Dois Irmdos comercializou cerca de 450 g/m? de biomassa seca para a
industria. Este valor € bem maior que o obtido por Tonin (2010) no cultivo de estacas de
raiz de P. incarnata, mas similar aos rendimentos descritos no cultivo da espécie em Cuba
(FUENTES FIALLO et al., 2000). Os motivos do sucesso apontado pelo produtor foram a
adaptacao das plantas ao ambiente, com baixa incidéncia de pragas e a mao de obra
especializada para manutencao, colheita e secagem. A mao de obra empregada é sempre
as mesmas a cerca de quatro, deve-se ressaltar que a experiéncia com o cultivo faz a

diferenca na qualidade do produto final.

As colheitas foram realizadas no periodo matutino, manualmente, com auxilio de
foices (Figura 5). Durante o processo de colheita foi efetuada a separacdo de outras
espécies que eventualmente ndo foram eliminadas na capina seletiva, sendo a espécie
mais observada o picdo-preto (Bidens pilosa L.). Apds o corte, rente ao solo, a parte aérea
era imediatamente colocada sobre uma lona 5x10 m (Figura 6), sendo que em média por
manha eram colhidas um total de trés a cinco lonas, que apos a desidratacao totalizaram
cerca de 90 kg de biomassa vegetal seca de P. incarnata por dia de trabalho. O uso da
lona para evitar o contato da biomassa recém colhida com o solo € um cuidado importante
para manter a qualidade do produto que serda comercializado evitando contaminacao
microbiana oriunda de particulas de terra (CORREA JUNIOR; SCHEFFER, 2013).
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Figura 5. Colheita de P. incarnata em Botucatu/SP

Figura 6. Destaque da biomassa vegetal de P. incarnata recém colhida
no Sitio Dois Irm&os, Botucatu/SP
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Ao final do periodo matutino a massa fresca era levada para a desidratacao,
sendo acomodada no secador formando uma camada com cerca de 20 cm de altura. O
periodo de secagem duravam em média 22 horas e meia. O secador era alimentado,
manualmente, por lenha durante pouco mais de 11 horas Durante o processo a biomassa
era revolvida somente uma vez, encerrando a secagem quando as folhas apresentavam
aspecto quebradico. Em um estudo com produtores de carqueja (Baccharis sp) do Sul do
pais verificou-se que produtores com tecnologias mais desenvolvidas relatavam tempos
mais longos de secagem , de 2 a 25 h, enquanto os que apresentavam tecnologias menos
desenvolvidas tinha periodo de secagem entre 2 a 5 horas (CARDON; DE CARVALHO,
2005).

Ao fim a biomassa seca foi ensacada em sacos duplos (preto e de réfia), pesada,
0s sacos imediatamente costurados e armazenados em um galpdo arejado, sem
incidéncia de luz solar direta, sob paletes distante da parede e da umidade (Figura 7). As
informacgdes de peso, lote, data da colheita s&o marcadas em uma etiqueta com 0 nome
da espécie e local de cultivo para controlar a rastreabilidade do produto a ser

comercializado.

% i
Figura 7. Etapas pos secagem P. incarnata, ensacamento (A), pesagem lacre
(B) e armazenamento (C) em Botucatu/SP
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3.2. Estudo qualitativo do Secador a lenha artesanal

A incorporacdo da leitura do termo-higrdbmetro na rotina de desidratacdo
necessaria para manter a constancia das variaveis e a qualidade na matéria-prima
colhida, assim a partir do protétipo desenvolvido para analise da temperatura e umidade
foi produzido um modelo para auxiliar a aferir as temperaturas indicadas para a espécie
no Sitio Dois Irmaos (Figura 8), o modelo apresenta dois sensores para deteccdo das
varidveis e programacdo sonora caso ultrapasse 60°C. Este pode ser facilmente
reproduzido a partir de conhecimentos basicos de programacdo, de maneira livre e a

baixo custo.

Figura 8. Termo-hiqrﬁmetro instalado no Sitio Dois Irmaos, Botucatu/SP

A busca pela sustentabilidade ecologica, social e econbémica na transicao
agroecologica compreende também garantir autonomia na producdo, facil acesso e a
troca de informacdes e conhecimento de maneira livre, neste contexto as tecnologias
devem se adaptar as necessidades locais sendo implementadas para a resolugéo de
problemas comuns aliando a tecnologia ao conhecimento popular em proporcionando
desenvolvimento social (BARRETTO; PIAZZALUNGA, 2012; BAUMGARTEN; CATTANI,
HOLZMANN, 2006).

A escolha do tipo de secagem é algo particular de cada produtor familiar, variando
de acordo com a necessidade, conhecimento e valor relacionado ao principio ativo de

interesse (Figura 9). Raizeiros de Estado do Alagoas, caracterizados socialmente como
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um grupo de baixa escolaridade e renda, utilizam técnicas tradicionais para secagem das
plantas, a sombra ou diretamente ao sol, muitas vezes secas nas préprias barracas onde
s&o comercializadas aplicando as técnicas aprendidas com os pais e avés (ARAUJO et
al., 2009).

Foi verificado um grande interesse em aperfeicoar gradativamente o processo de
secagem de P. incarnata pelos produtores por ser um processo moroso e que demanda
uma série de cuidados. Como também descrito na regidao Sul, produtores de plantas
medicinais utilizam inicialmente locais de ambito domésticos para realizacdo da secagem
da biomassa, como fogfes a lenha da prépria cozinha e ventiladores domésticos, mas
com o tempo e retorno do investimento tratavam de fazer melhorias no processo.
Utilizando secadores de bandeja moveis, a lenha, com sistema de corredicas com rodas
gue permite a saida e entrada dessas para fora do secador e termostato para controle da
temperatura (MARQUES, 2009).

As secagens avaliadas foram similares, assim os resultados apresentados na
Figura 9 e Figura 10 sdo referentes o valor médio obtido nas duas desidratactes de P.
incarnata. A biomassa entrava no secador ao meio dia e permanecia até

aproximadamente as 11h da manh& do outro dia.

Nota-se na avaliacdo do processo (Figura 9) que o sistema aplicado pelo
produtor apresenta um aumento n&o uniforme e pouco constante da temperatura do ar de
secagem. Nas primeiras duas horas (periodo vespertino) o secador aumenta de
temperatura lentamente, com pouca variagdo, ficando cerca de 4 a 8 °C acima da
temperatura ambiente, caracterizando o aquecimento de toda a estrutura do secador e da
massa vegetal. Diferente do que ocorre em secadores solares, onde a variagcdo de
temperatura € diretamente relacionada a radiacdo solar, a resposta tanto para aumentar
como para diminuir a temperatura ocorre quase que imediatamente (BEKKIOU et al.,
2009; THOMAZINI, 2015).
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Figura 9. Variacao de temperatura do ambiente e do secador durante a desidratacdo de P.
incarnata em Botucatu/SP

Ao fim da segunda hora de secagem observa-se um crescimento constante da
temperatura que se mantém na média dos 49°C até a oitava hora de secagem (periodo
noturno). Durante as dez horas seguintes (da nona hora até a 192 hora) secador
apresentou as menores médias de temperatura mantendo a temperatura sem lenha na
média de 26°C. Esta ficou acima, mas muito proxima, da temperatura do ambiente (20°C),
a queda de temperatura noturna no secador artesanal foi constante durante todo o
periodo sem aquecimento através da queima da lenha. O que demostra que o secador
durante a maior parte do tempo cumpre seu papel mantendo a biomassa vegetal
desidratando. Nas ultimas trés horas (periodo matutino) a temperatura aumenta ficando

na média de 41°C.

Na literatura encontram-se com frequéncia estudos sobre componentes volateis
presentes nos Oleos essenciais, que via de regra sao afetados significativamente por altas
temperaturas e pelo tempo de secagem (COSTA et al.,, 2005; DE OLIVEIRA, 2011;
ROSADO et al., 2011). Ja espécies com componentes glicosilados, com maracujazeiro,
orienta-se ndo ultrapassar a temperatura méaxima de 100°C, porém devido a
heterogeneidade das espécies essa recomendagdo € apenas aproximada (MULLER;
HEINDL, 2006).

Existem divergéncias sobre a temperatura ideal de secagem de muitas espécies,
para a espécie em estudo encontram-se estudos que indicam temperaturas acima de 60

°C, ja os métodos oficiais, como o da farmacopeia brasileira, indicam temperaturas entre
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45 e 60 °C (ANVISA, 2015; FUENTES; LEMES; RODRIGUEZ, 2000). Contudo as
temperaturas médias alcancadas pelo secador durante toda a secagem ficaram abaixo
desta indicacéo, sendo que durante 11 horas de secagem ativa (alimentada por lenha) a
meédia da temperatura foi dentro do indicado ndo ultrapassando o limite recomendado
(Tabela 1) (BRASIL, 2006b; CORREA JUNIOR; SCHEFFER, 2013).

Tabela 1. Temperatura média diaria (T), em °C, umidade relativa média diaria (UR), em %, temperatura

maxima e minima (°C), umidade relativa maxima e minima (%) e tempo médio de secagem do secador
artesanal avaliado com termo-higrdmetro produzido com software Arduino

Tmaximae UR maximae Tempo
Local T (°C) U.R.(%) minima minima (%) médio de
(°C) secagem (h)
Secador 34,8 39,5 53,5-20,9 73,8-9,6 22,5
Ambiente 18,7 65,8 32,4 -18,7 95,7 -37,9

A grande variacao de temperatura pode ser um fator que influencie a degradacgéao
dos flavonoides, contudo avaliando secagem em estufa de circulacdo de ar de Passiflora
edulis, verificou-se que 0 aumento da temperatura e do tempo influenciaram
significativamente na redugdo da massa e no aumento do teor de flavonoides totais
expressos em quercetina (DE OLIVEIRA, 2011). Assim o controle da temperatura do
secador atravées de um termo-higrometro digital pode auxiliar na constancia da

temperatura durante a fase ativa da secagem.

A oscilacdo da umidade relativa do secador foi inversa ao da temperatura (Figura
10) (BEKKIOU et al., 2009; THOMAZINI, 2015). Durante as primeiras duas horas a
umidade se manteve constante, na média de 39% e a do ambiente 53%. Ao fim da
segunda hora (1h:41min:20s) a umidade que estava em 40,3% aumentou em 20
segundos para 50,2% matendo-se alta durante cinco minutos e igualando-se a umidade
externa por alguns minutos. Este aumento da umidade do ar do secador caracteriza,
provavelmente, o momento em que a massa vegetal comecou a perder agua para o

ambiente.
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Figura 10: Variagcdo de umidade (%) do ambiente interno e externo do secador durante a
desidratacdo de P. incarnata em Botucatu/SP

Apbs este periodo a umidade volta a decrescer, atingindo nhovamente as menores
porcentagens de umidade observadas (Figura 10). Nesta fase a média da umidade do
secador ficou abaixo 30%, enquanto externamente a umidade média estava, no mesmo
periodo, mais que o dobro. Durante o periodo noturno a umidade comeca a aumentar
chegando ao seu maximo valor tanto no secador como no ambiente, contudo a umidade
do secador nesse periodo ainda é mais baixa que a do ambiente, tendo respectivamente,
meédia de 54% e de 83% indicando que mesmo sem 0 aquecimento da lenha o secador
continua reduzindo a umidade da biomassa, visto que o ar atua como um sorvedor,
evaporando a umidade interna e ao mesmo tempo absorvendo a umidade liberada na
superficie do material vegetal a ser seco (CORNEJO, 1987). Na ultima fase da secagem
no periodo matutino os valores de umidade relativa do secador decrescem ficando na
média de 25%.

3.3. Teor de umidade da biomassa

O teor de umidade (% b.s.) das amostras in natura foi determinado pela formula
em triplicata obtendo inicialmente os seguintes valores de umidade: 134,64% para
proximo a fornalha (PF), 95,24% para distante da fornalha (DF). A redu¢do de massa no
fim do processo foi de 72% para PF e de 60% para DF.

No interior da planta os processos de secagem ocorrem atraves da transferéncia

de agua livre para a interface planta-ar que ocorre por difusdo. A saida da umidade para o
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fluxo de ar e o deslocamento de energia térmica contida no ar quente para a superficie da
planta ocorrem através de convecc¢do, ja a transferéncia desta energia para o interior da
biomassa fresca ocorre por conducado (NGUYEN; MAHAPATRA, 2007).

Assim de acordo com a Figura 11 a umidade média perdida nos primeiros 30
minutos foi maior em PF do que em DF, demostrando que a temperatura neste tratamento
tornou-se constantemente mais rapido, que os outros tratamentos. A fase de perda de
agua constante ocorreu em tempos diferentes para cada tratamento, sendo possivel notar
pelo gréfico o inicio da fase em que a agua livre foi retirada sem nenhuma resisténcia
para todos os tratamentos. A perda de 4gua da biomassa de P. incarnata na estufa (ES)
apresentou perdas constantes no teor de umidade, este fato pode estar relacionado as
condicbes mais constantes ocorridas no laboratério em relacéo a constancia das variaveis
do secador artesanal (temperatura, umidade, velocidade do ar). Foi possivel verificar a

fase final da curva, caracterizada por uma fase decrescente onde cada vez menos agua é

evaporada.
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Figura 11. Perda de agua dos tratamentos PF (proximo a fornalha), DF (distante da fornalha) e ES
(estufa) durante a desidratacéo das amostras em secador artesanal a lenha da parte aérea de P.
incarnata

A regressao apontou que a perda de peso das amostras foi constante e linear,
sendo que DF apresentou R2 menor que o tratamento PF (Figura 12). O peso médio ao
longo da secagem, apresentou diferenca significativa entre tratamentos PF e DF (Mann-

Whitney, U= 2286,0; p=0,023). As amostras espalhadas mais proximas e mais distantes
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da fornalha do secador apresentaram pequena diferenca significativa no teor de umidade
e peso, demonstrando a importancia do revolvimento da massa vegetal para

homogeneizar a perda de 4gua durante a desidratacao.
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Figura 12. Regressao da perda da biomassa fresca das amostras proximo a fornalha (PF) e distante
da fornalha (DF) em um secador artesanal a lenha em Botucatu/SP



52

4. CONCLUSAO

O trabalho pode contribuir com a validagéo de uma tecnologia social de secagem
de P. incarnata, ao analisar o desempenho do secador em relacdo a variaveis temperatura
e umidade; observou que o método de desidratacdo elaborado pelos agricultores da
regido de Botucatu € adequado as recomendacgfBes de secagem da espécie, na maior
parte do tempo. A inclusdo de plataformas livres na producéo do termo-higrémetro visou
valorizar a autonomia e sustentabilidade tecnoldgica do secador artesanal, sendo o
monitoramento essencial para o melhor desempenho do processo. Em relacdo a perda de
umidade da biomassa no secador artesanal, notou-se que ao fim da secagem as
amostras de P. incarnata proximo a fornalha, perderam peso mais rapido do que as que
estavam mais distante da fornalha, demonstrando que o revolvimento da biomassa

vegetal é necessario para homogeneizar a secagem.
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CAPITULO 2

Influéncia do processamento pés-colheita e épocas de colheita no teor de vitexina

de Passiflora incarnata L. por CLUE-EM
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RESUMO

O objetivo foi avaliar quantitativamente, através da abordagem metabolémica, o teor de
flavonoides, expresso em vitexina, dos extratos de P. incarnata submetidos a
fragmentacdes pré-secagem, em trés épocas de colheita, por CLUE-EM. A coleta de
dados ocorreu no sitio Dois Irmédos, entre as coordenadas geograficas, latitude
22°56'49,27” Sul e longitude 48°34°'42,80" Oeste. Para a avaliacdo do teor de vitexina
foram escolhidos e marcados seis individuos de P. incarnata e coletados durante as trés
épocas de colheita de 2016 (abril, setembro e novembro) e trés tratamentos prévios a
secagem de fragmentacao: parte aérea ndo fragmentada (NF); fragmentada média de 1
cm a5 cm (FM) e fragmentada pequena, abaixo de 0,5 cm (FP). As analises de CLUE-EM
foram realizadas em espectrémetro de massas Accela (Thermo Scientific ®) modelo LCQ
Fleet com lon Trap 3D via analise de injecdo de fluxo e ionizacdo por eletronebulizac&o
com separacbes cromatogréficas realizadas em coluna de fase reversa (Cis) e a fase
moével composta de uma mistura de MeOH:H,O. Considerando as diferentes colheitas e
processamento de pos-colheita, avaliados no presente trabalho, pode-se concluir que os
tamanhos de fragmentacdo da biomassa fresca, imediatamente antes da secagem da
época de colheita , de P. incarnata, ndo influenciou significativamente nos teores de
vitexina, com valor médio para todos os extratos ficando acima do teor minimo
recomendado pela ANVISA. Neste estudo o uso da CLUE-EM foi satisfatério, com baixo

tempo e maior resolucdo das analises com uso de quantidades minimas de reagentes.

Palavras-chave: RENISUS. Metabolémica. Fitoterapicos
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ABSTRACT

The objective of this experiment was to evaluate the effect of pre-drying fragments
by CLUE-EM on flavonoid content expressed in vitexin of P. incarnata L. in three
harvests. . Data collection took place in Dois Irmaos, small rural property, which located in
latitude 22°56'49.27 "South and longitude 48°34'42.80" West.For the evaluation of the
vitexin content, six individuals of P. incarnata were collected during three harvest seasons
in 2016 (april, september and november) and three treatments prior to the drying of
fragmentation: non-fragmented aerial part (NF) ; Fragmented medium from 1 cm to 5 cm
(FM) and small fragmented, below 0.5 cm (PS). UHPLC-MS analyzes were performed on
Accela (Thermo Scientific ®) LCQ Fleet mass spectrometer with lon Trap 3D via flow
injection and electron-ionization ionization analysis with chromatographic separations
performed on reverse phase (Cis) column and phase Composed of a mixture of MeOH:
H.O. We evaluated in the present research by considering different harvest seasons and
post-harvest process , with an average for all extracts being above the minimum
recommended by ANVISA, we concluded that the fragment sizes of fresh material just
before drying in harvest season, ,did not significantly influenced vitexin contents. The
results of use UHPLC-MS was satisfactory in this study, for low time and higher resolution
of the analyzes with the minimal cost of reagents.

Keywords: RENISUS; Metabolomic; Phytotherapy.
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6. INTRODUCAO

Historicamente os produtos de origem vegetal sempre tiveram grande importancia
comercial para o Brasil, que mesmo possuindo uma das maiores biodiversidades do
mundo detém uma pequena parcela do mercado mundial de fitomedicamentos, sendo os
lucros concentrados no eixo das nacdes desenvolvidas advindo de um pequeno namero
de grandes corporacdes multinacionais (CARVALHO et al., 2007; NASCIMENTO;
MALDONADO; ARNOBIO, 2015; PINTO et al., 2002; VIEGAS JR; BOLZANI; BARREIRO,
2006).

Em 2008 a OMS apontou o crescimento do uso de terapias alternativas e
complementares como a fitoterapia, homeopatia e acupuntura, revelando a importancia
destas no tratamento de doencas em muitos paises. Fatores relevantes para 0 aumento
do uso estdo relacionados a maiores investimentos na divulgacdo do tema e o
custo/beneficio ao consumidor final, outro fator de interesse esta relacionado ao seu uso
frequente e a crenca de que as plantas medicinais ndo possuem efeitos colaterais
(SANTOS et al., 2011).

Com a implementacdo da Politica Nacional de Praticas Integrativas e
Complementares no Sistema Unico de Saude (SUS) e da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (2006) foi proposto um viés integrativo entre os elos da cadeia
produtiva de plantas medicinais, tendo como fundamento garantir 0 acesso gratuito,
seguro e 0 uso racional de medicamentos de origem vegetal aumentando as opc¢des
terapéuticas do SUS, a fim de promover o uso sustentavel da biodiversidade, o
desenvolvimento da cadeia produtiva e fortalecimento das industrias farmacéuticas
nacionais (BRASIL, 2012b, 2006b).

Visando este desenvolvimento o SUS com auxilio da Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgdo brasileiro que regula o registro de derivados de
drogas vegetais, apresentou em 2009, uma relagdo de 71 espécies na Relacdo Nacional
de Plantas Medicinais de Interesse ao Sistema Unico de Salde (RENISUS), ou seja,
espécies com potencial de avanco nas pesquisas para producéo de fitoterapicos para a
rede publica de todo o pais. Por meio da Portaria n°. 533/GM/MS, de 28 de marco de
2012, da RENAME ja estdo disponiveis em farmacias vivas e de manipulagdo da rede 12
dessas espécies (BRASIL, 2009, 2012a).
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Entre as indicadas a lista aponta trés espécies do género Passiflora: Passiflora
edulis Sims f. flavicarpa Degener, P. alata Curtis e P. incarnata (BRASIL, 2009;
MADOGLIO, 2011), género mundialmente conhecido por sua utilizagdo alimenticia,
ornamental e medicinal. No Brasil as espécies de maior importancia econdmica sao as
que produzem frutos comestiveis (WAGNER JUNIOR et al., 2006; ZUCARELI et al.,
2003).

Pertencente a familia Passifloraceae Juss. ex Roussel, as espécies sé&o
distribuidas espacialmente em regides tropicais e subtropicais do mundo, na América e
em menor diversidade nos continentes africano e asiatico (CERVI, 1997; IMIG, 2013).
Inclusa na ordem Malpighiales com linhagens surgidas antes do periodo Terciério, entre
111-100 milhdes de anos atras, € constituida por mais de 700 espécies. Atualmente,
conforme o sistema de classificacdo Angiosperm Phylogeny Group (APGIIl) foram
anexadas trés familias ao clado Passifloraceae latu senso, Malesherbiaceae com género
Unico e 24 espécies, Turneraceae com 10 géneros e cerca de 200 espécies e
Passifloraceae sensu stricto, 28 géneros com aproximadamente 900 espécies (APG llI,
2009; BRASILEIRO, 2014).

Embora presente no Velho Mundo, o interesse pela familia iniciou com a chegada
dos colonizadores ao continente americano pelo contato com o género Passiflora L.. O
interesse ndo ocorre somente por sua beleza e forma, mas também pelo sabor, aroma e
por toda relacdo com o mistico atribuida as flores do maracujazeiro encontradas nas
artes, representada em pinturas histéricas e na poesia, como o simbolo da paixao
humana e divina (CERVI, 1997).

Passifloraceae stricto sensu esta subdividida em duas tribos, Paropsiae DC.,
arvores ou arbustos distribuidos pelo continente africano com caracteristicas basais
parafiléticas, representados por seis géneros e a tribo Passifloreae DC. A mais
representativa na América, € um grupo monofilético com flores especializadas, habito
trepador (vinhas ou lianas) que utilizam como mecanismo de escalada gavinhas axilares
(APG 11, 2009). Tem ampla distribuicdo pela América Latina e no Brasil sdo encontrados
quatro géneros: Ancistrothyrsus Harms, Dilkea Mast., Mitostemma Mast. e Passiflora. O
monofiletismo do género Passiflora € sustentado por estudos moleculares, entretanto
algumas diferencas morfolégicas de habito, bracteas, tamanho das flores, frutos e a

distribuicdo dos nectérios separam o género em quatro subgéneros (BRASILEIRO, 2014;
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DURKEE, 1982; FREITAS, 2011), tendo como principais representantes os subgéneros
Passiflora e Decaloba (FARIAS, 2014; MILWARD-DE-AZEVEDO et al., 2010).

O género Passiflora € 0 mais expressivo em Passifloraceae, com mais de 500
espécies distribuidas em regides tropicais, pode apresentar habito trepador, herbaceo ou
lenhoso, raramente arborescente. Folhas alternas, algumas vezes simples, lobadas ou
digitadas, estipulas originadas da base do peciolo, raramente ausente e com ampla
variacdo morfologica. O peciolo possui nectarios, pode ou ndo conter glandulas, sésseis
ou estipitadas (CERVI, 1997).

Suas flores apresentam uma diversidade de cores, geralmente bissexuais de
simetria radial. Sépalas e pétalas semelhantes na morfologia, calice de 3-5 sépalas livres,
imbricadas, textura de cartdceas a coridceas e coloracdo verde; corola 3-5 pétalas
membranaceas, raras ou ausentes, corona membranosa ou filamentosa, as fimbrias séo
frequentemente claviformes originarios do apice da superficie interna do hipanto
geralmente colorida; opérculo membranaceo, as vezes ausente, limen anelar, soldado ou
ndo ao androginéforo ou cupuliforme, membranaceo ou coriaceo, raro ausente, anel
nectarifero em geral presente; androginéforo alongado, raro inconspicuo; estames de 3-5
inseridos na parte inferior do perianto, anteras verséateis com duas células com deiscéncia
longitudinal, ovario supero, unilocular de 3-5 carpelos unidos com placentacdo pariental,
estiletes 3—4 separados. Pedunculos axilares, solitarios ou pareados; bracteas alternas ou
verticiladas (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004).

A polinizacédo das flores é feita por insetos, principalmente abelhas dos géneros
Xylocopa, Centris e Eulaema. Os frutos do tipo capsula ou baga, placentacédo parietal,
sementes numerosas, foveoladas, reticuladas ou alveoladas, as vezes transversalmente
sulcadas, envolta de arilo mucilaginoso, de sabor &cido-adocicado, ocasionalmente
dispersas por aves e mamiferos (COSTA; COSTA, 2005).

Alguns nomes populares das plantas do género estéo relacionados ao formato de
seus frutos, Granadilla pela semelhangca com frutos de roma (Punica granatum L.), 0
termo maracuja de origem guarani mborukuja cujo significado € “criador de moscas” pela
semelhanca do contetdo dos frutos ou do tupi murukuia “alimento na cuia” (CERVI, 1997;
DE ALMEIDA NAVARRO; TREVISAN; DA SILVA FONSECA, 2012). Ha indicios de que o
fruto tipo baga era muito apreciado pelos povos pré-colombianos existindo registros de

um sitio arqueolégico na Colémbia onde foram encontrados vestigios botanicos de
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sementes carbonizadas de P. ligularis Juss. em um sarc6fago datado de 700 a.C. a 1310
a.C. (MORCOTE-RIOS, 2006).

As espécies do género Passiflora nativas sdo amplamente divulgadas pela
medicina popular tradicional, encontrando-se diversos relatos sobre o uso. Alguns estudos
clinicos e pré-clinicos descrevem que diferentes partes da planta apresentam acédo
ansiolitica, anti-inflamatéria, antiespasmddica, antimicrobiana, anti-hipertensiva,
antioxidante, hipolipidemiante, cicatrizante e sedativa (COSTA, 2013; GOSMANN et al.,
2011; MADOGLIO, 2011). Apesar de conhecer o potencial medicinal de muitas espécies,
ainda tem-se pouca compreensao sobre as melhores maneiras de incrementar e manter
agronomicamente a produtividade das moléculas bioativas de interesse (FIGUEREDO et
al., 2014).

Diferente da maioria das espécies do género, tem como centro de origem América
do Norte, sul dos Estados Unidos da América, ocorrendo de forma espontdnea em toda a
América tropical, desde o sul dos EUA, México até o Brasil. Também existem relatos de
sua ocorréncia nas Bermudas, Caribe e Guianas, regiio mediterranea e india. Trepadeira
perene, de crescimento rapido, folhas simples, com 3-5 l6bulos, estipulas lineares, peciolo
com glandulas, bracteas de bordo inteiro ou serreados , opérculo denticulado, corona de
filamentos em mais de duas séries (Figura 13) e fruto bacdide, pouco utilizado para
consumo (Figura 14) (CERVI, 1997).

7

A P. incarnata é a espécie-tipo do género, ou seja, foi a primeira espécie a ser
descoberta pelos europeus que logo notaram a sua beleza e relacionaram-na a alguns
elementos do cristianismo, na passagem da Paixao de Cristo. Por seus atributos e exotico
sabor, em 1605, chegou a Europa por dispersdao humana, através de missionarios que a
ofereceram de presente ao Papa, logo outras mudas foram propagadas para outros locais
do mundo, sendo utilizadas até hoje principalmente pela sua acdo medicinal, sendo a
espécie de Passiflora mais estudada para esse fim sendo encontrada em diversas
farmacopeias do mundo inclusive a brasileira (CERVI, 1997; REIMBERG, 2006).

Em regibes tropicais o0 desenvolvimento vegetativo da espécie ocorre
satisfatoriamente de setembro a marco estacionando seu desenvolvimento de abril a
agosto. Diferente das espécies tropicais € bastante resistente a baixas temperaturas
(CAMPOQOS, 2015; KNIGHT, 1991; TONIN, 2010).
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Na literatura encontram-se informacdes etnobotanicas de uso por indigenas do
Sudoeste dos EUA, conhecida com apricot-vine, wild passion flower e maypops,
onomatopeia, que caracteriza 0 som de estalo quando os frutos sdo esmagados.
Arremessa-los era uma brincadeira comum de criancas do sul dos EUA, os frutos (cozidos
e crus) também eram utilizados na culinaria e suas folhas indicadas, medicinalmente, em
infusdes (ALLEN; BOND; MAIN, 2002; HARVAD, 1895).

No Brasil a espécie é conhecida popularmente como maracujazeiro-silvestre ou
maracujina, sua utilizacdo esta relacionada com a producdo de medicamentos
fitoterapicos formulados com a parte aérea, indicados principalmente no tratamento de
insbnia e ansiedade por causar um efeito sedativo no Sistema Nervoso Central,
prolongando os niveis do acido gama-aminobutirico, 0 GABA, diminuindo a atividade das
células nervosas, propiciando relaxamento e demostrando melhora significativa na
qualidade de sono (NGAN; CONDUIT, 2011; VELOSO et al., 2008).
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Figura 13. Passiflora incarnata, com detalhes da flor: Peciolo com glandulas (A), Bracteas (B), Filetes e
Anteras (C), Ovario, Estiletes e Estigmas (D), Corona de filamentos (E) e disposi¢édo do aparelho
reprodutor (F)



65

oA N T LG

Figura 14. Face abaxial da folha e fases de desenvolvimento do fruto de P. incarnata
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A farmacopeia brasileira indica a infusdo de 3 gramas da parte aérea de P.
incarnata para 150 mL de &gua, tomar apds 10 ou 15 minutos do preparo, de duas a
quatro vezes ao dia (BRASIL, 2011). Ja a Instrucdo Normativa (IN) n° 10 de 26 de
Novembro de 2014 da ANVISA prevé doses diarias de 30 a 120 mg de flavonoides totais,
expressos em vitexina. A mesma ainda inclui a espécie na lista de produtos tradicionais
fitoterapicos de registro simplificado, que permite o registro de espécies vegetais como
fitoterapico, para doencas que possam ser tratadas sem acompanhamento ou
apresentacao de dados adicionais de seguranca e eficacia baseando-se em seu histérico

de uso pela populacéo de pelo menos 30 anos (ANVISA, 2014).

Da mesma forma que outros insumos vegetais do setor farmacéutico brasileiro, a
P. incarnata é timidamente explorada economicamente, sendo pouco cultivada e estudada
no pais apesar de ser a espécie de maracujazeiro mais utilizada em fitoterapicos
nacionais (ZUANAZZI; MAYORGA BORGES, 2010).

Pela diversidade e abundancia de matéria-prima a origem destes no Brasil &
predominantemente extrativista, 0 que muitas vezes causa dificuldades na rastreabilidade
dos insumos, gerando duavidas sobre a identificagdo da espécie, contaminagéo,
inconstancia na disponibilidade da matéria-prima vegetal, sendo que estas dificuldades no
controle da qualidade dos insumos muitas vezes estdo relacionadas ao aumento das

pressdes ecologicas na vegetacao nativa (BARATA, 2005; MING, 2006).

Seguindo indica¢des do Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
e do manual de boas praticas agricolas de producéo de plantas medicinais, aroméaticas e
condimentares, o cultivo organico é considerado o mais adequado para producédo de
plantas medicinais, visto que este ndo utilizam praticas que possam alterar os principios
ativos de interesse como a fertilizacdo quimica e uso de agrotoxicos sem o risco de
residuos téxicos que possam prejudicar usuarios, além disso, por ser um cultivo de base
ecologica integram-se a outros cultivos sendo recomendadas em pequenas areas e
permitindo ser praticada a baixos custos pela agricultura familiar (CORREA JUNIOR;
SCHEFFER, 2013).

No municipio de Botucatu, interior de Sdo Paulo, foi observado que a adubacao
organica pode contribuir de maneira positiva no incremento de fitomassa seca do P.

incarnata, influenciando nos teores de flavonoides totais da folha (CAMPOS, 2015).
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Avaliando-se a influéncia dos parametros do solo dos fatores ambientais no teor
de flavonoides por cromatografia liquida de alta eficiéncia com detec¢do por arranjo de
diodos ultravioleta (CLAE-UV/DAD) em P. incarnata notou-se que as variaveis ambientais
pouco influenciaram na quantidade de flavonoides totais, diferente de alguns elementos
encontrados no solo (B, Fe e Cu) que apresentaram correlacédo inversa a concentracao
desses nas folhas da espécie (REIMBERG; COLOMBO; YARIWAKE, 2009).

A colheita e procedimentos de pos-colheita sdo consideradas as fases mais
delicadas para os produtores, por ser 0 momento em gue mais se manuseia a matéria-
prima demandando certa agilidade e tecnologia para seu desenvolvimento satisfatorio
(MARQUES, 2009). Indicagdes de processamento pds-colheita variariam de acordo com a
espécie e a parte da planta utilizada, que podem passar por etapas de pré-limpeza como
lavagem, descascamento, desfolhamento, fragmentacdo ou fatiamento. Estas tem a
finalidade de retirar de partes indesejadas com o intuito de facilitar e manter a qualidade
no processo de secagem (BRASIL, 2006a; CORREA JUNIOR; SCHEFFER, 2013).

Ao fragmentar os 0Orgdos vegetais facilita-se o processo de secagem, que
ocorrera de maneira mais homogénea e em menor tempo, todavia a técnica deve ser
realizada imediatamente antes da secagem. Dependendo da espécie e da parte utilizada
ndo € recomendada, por deixar as moléculas bioativas de maior volatilidade mais
expostas, aumentando consideravelmente as perdas de substancias volateis, durante o
processo de secagem (BLANK et al., 2007; COSTA; COSTA, 2005; DE OLIVEIRA, 2011,
MARCHESE; FIGUEIRA, 2005).

O flavonoide vitexina € o marcador de referéncia no controle de qualidade de P.
incarnata, testes quantitativos em farmacopeias aceitas no Brasil (Inglesa e Francesa)
classificam na biomassa seco o conteudo minimo de 1,5% flavonoides totais, expressos

em vitexina, determinado por espectrometria com leitura de 401 nm (ANVISA, 2015).

O acumulo de flavonoides nas folhas esta relacionado a protecéo dos tecidos dos
raios UVB, coloracdo, propriedades antifingicas, propriedades adstringentes e sabor
amargo contra herbivoria. Produzidos pelo metabolismo secundario das plantas séo
biossintetizados pela via dos fenilpropanoides, em duas rotas biogenéticas principais: a
via do é&cido mevaldnico e, a mais usual, a via do acido chiquimico (VIZZOTTO;
KROLOW; WEBER, 2010).
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Estudos fitoquimicos das espécies e seus compostos representam uma
ferramenta importante para oficializar o conhecimento popular sobre plantas medicinais,
caracterizando moléculas e a dinamica dos compostos mais abundantes, a fim de
controlar qualidade da biomassa produzida e comercializada (GOBBO-NETO; LOPES,
2007; YUNES; PEDROSA; CECHINEL FILHO, 2001).

De acordo com estudos da composicao fitoquimica do género foram identificados
fendis, flavonoides glicosilados, alcaloides inddlicos, esterdis, lignanos, aminoacidos,
Oleos essenciais e compostos cianogénicos (DHAWAN; DHAWAN; SHARMA, 2004,
DHAWAN; KUMAR; SHARMA, 2001; PEREIRA et al.,, 2004). Para a P. incarnata séo
encontrados diversos trabalhos descrevendo sua composicédo (PATEL et al., 2009, 2011,
REHWALD; STICHER; MEIER, 1995). Os flavonoides C-glicosilados, derivados de
luteonina e apigenina como: orentina, isoorientina, vitexina isovitexina, schaftosideo e
isoshaftosideo sé@o citados como componentes de maior concentracdo estando presente
em todo sistema vascular da planta, principalmente nas folhas (ABOURASHED;
VANDERPLANK; KHAN, 2002; LOPES, 2013).

A cromatografia liquida € uma técnica fisico-quimica de separacdo de substancias
de uma mistura frequentemente empregada em laboratérios, na industria quimica e
farmacéutica e na area médica sendo aplicavel também a diversos campos de pesquisas
agrarias como deteccdo de contaminantes em alimentos, adgua e solo oriundos de
agrotoxicos e na identificacdo de moléculas bioativas de plantas medicinais (MALDANER;
JARDIM, 2012; SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

Analisando o0s compostos bioativos de 95 espécies de Passiflora em
cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), referentes a uma colecdo com amostras
de diversos locais do mundo, os flavonoides schaftosideo e isoschaftosideo estavam
presentes em 53% das amostras, ja a vitexina com 38% foi 0 composto menos detectado
(ABOURASHED; VANDERPLANK; KHAN, 2002).

No decorrer dos anos, melhorias foram incorporadas a técnica, como o0
desenvolvimento de novas particulas, suportes cromatograficos e instrumentacao que tem
proporcionado analises mais rapidas sem perder a eficiéncia e com maior rendimento e
baixo impacto ambiental (MALDANER; JARDIM, 2012).

A cromatografia liquida de ultra eficiéncia (CLUE) é a técnica mais bem

estabelecida atualmente, caracterizada por utilizar particulas menores na fase
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estacionaria que diminuem o tempo e os residuos quimicos das analises, apresentando

maior sensibilidade e resolugdo em relagdo & CLAE (COSTA et al., 2016).

Pela alta eficiéncia e aplicabilidade tem sido cada vez mais frequente o uso de
técnicas cromatograficas acopladas a espectrometria de massas (EM), técnica analitica
empregada na caracterizacdo de moléculas através da relagdo massa/carga de ions, em
estudos metabolémicos de andlise de qualidade de extratos vegetais(MALDANER,;
JARDIM, 2012).

Em um trabalho sobre a variagdo de metabdlitos secundarios de 17 espécies de
Passiflora em diferentes partes do mundo, com uso de CLUE-EM foram detectados 97
metabolitos, dos quais 78 foram identificados. A elevada abundéncia de flavonoides C-
glicosilados na constituicdo quimica das espécies indica a presenca de transferases C-
glicosiladas (GTs) que ainda ndo foram descritas para o género. Em relacéo as espécies,
P. caerulea L. foi a que mais apresentou similaridade de composi¢cdo quimica com P.
incarnata (FARAG et al., 2016).

Em extratos das sementes e da polpa das espécies P. alata e P. edulis através de
CLUE-EM e CLUE-EM/EM foi possivel identificar qualitativamente os alcaloides harmana,
harmina (na polpa), além de harmol, harmalol e harmalina nos extratos das sementes
(VIEIRA, 2013).

O pouco do que se conhece sobre a quimica dos produtos naturais, cerca de 10%
da diversidade mundial, deve-se a estas técnicas experimentais de separacdo utilizadas
para acessar, identificar e quantificar nas bibliotecas naturais, entre uma diversidade de
moléculas, as que sao biologicamente ativas de interesse medicinal (FUNARI et al.,
2013).

O uso da metabolémica voltada para a analise de produtos naturais de plantas é
considerada uma das abordagens mais avancadas para 0 mapeamento quimico de
organismos. A caracterizacdo da grande variedade de moléculas encontradas em
amostras bioldgicas, a partir de sistemas de abordagem fundamentada sobretudo na
aquisicao imparcial de dados, por meio da coleta minuciosa das amostras vegetais e
analise de dados em EM ou ressonancia magnética nuclear (RMN), afim de fornecer
informacdes sobre sistemas complexos de maneira holistica das espécies de interesse

(WOLFENDER et al., 2013). Partindo deste pressuposto pode-se avangar nas pesquisas
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de novos fitoterdpicos onde a acdo do protétipo ou farmaco seja baseada no sistema

biologico seja multifatorial (FUNARI et al., 2013).

Desta forma, o objetivo do trabalho foi avaliar quantitativamente, através da
abordagem metabolémica, o teor de flavonoides, expresso em vitexina, dos extratos de P.
incarnata L. submetidos a fragmentaces pré-secagem, em trés épocas de colheita, por
CLUE-EM
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7. MATERIAL E METODOS

7.1. Area de estudo

O trabalho foi desenvolvido no municipio de Botucatu/SP, tem classificacdo climatica
definida pelo método de Koppen como Cfa, o clima é caracterizado como temperado
guente (mesotérmico) e umido, com pequena deficiéncia hidrica (nos meses de abril, julho
e agosto) sendo a temperatura média do més mais quente superior a 22 °C (DA CUNHA;
MARTINS, 2009).

A éarea em estudo esta localizada no sitio Dois Irmédos, entre as coordenadas
geogréficas latitude 22°56'49,27” Sul e longitude 48°34'42,80" Oeste, aos 765 m de
altitude no distrito de Rubido Janior, bairro rural Chaparral. O local escolhido para o
desenvolvimento do experimento foi a area mais antiga de cultivo de P. incarnata do sitio,
com dois anos (2016), o solo da area experimental foi classificado como Nitossolo

Vermelho.

Foram coletadas amostras do local de acordo com critérios descritos por Raij e
colaboradores (1997). A andlise quimica do solo foi feita pelo Laboratério de Analise de
Solos da Faculdade de Ciéncias Agrondmicas — FCA/UNESP (Tabelas 2 e 3).

Tabela 2. Andlise de macronutrientes do solo da area experimental, Sitio Dois Irmaos, Botucatu/SP (2016)

pH M.O. Pesna AP H+Al K Ca Mg S.B. CT.C. V% S

CaCl, g/dm mg/ldm - mmol/dm?®--------—--- mg/dm®
3 3

4,0 15 15 3 15 1, 12 6 25 38 52 19

Tabela 3. Analise de micronutrientes do solo da area experimental, Sitio Dois Irm&os, Botucatu/SP (2016)

Boro Cobre Ferro Manganés Zinco

0,15 1,3 17 6,8 3,3
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Em relacdo as caracteristicas do entorno da area de estudo, a vegetacdo natural
encontra-se modificada, com extensas areas de cultivo de eucalipto e pastagem, contudo
ainda é possivel observar pequenos remanescentes que promovem o0 crescimento de
espécies nativas proximas a borda das estradas. O sitio apresenta ambientes
diversificados com plantas ornamentais, area de pomar, hortalicas e uma area de

recuperacdo da mata ciliar proximo a mina de agua.

O sistema de cultivo utilizado é organico em moita, maneira mais eficiente para a
colheita da biomassa, sem a utilizagcdo de estruturas de fixacdo como se encontra na

literatura para espécies produtoras de fruto.

7.2. Coleta de dados

Foram escolhidos e marcados seis individuos de P. incarnata, esses foram
coletados durante as trés épocas de colheita de 2016 (abril, setembro e novembro). As
amostras foram coletadas em triplicatas ao fim da tarde e imediatamente levadas para o
laboratorio de Horticultura e Fisiologia Vegetal no Departamento de Ciéncias Bioldgicas
da Faculdade de Ciéncias (FC) da UNESP Campus de Bauru, onde foram pesadas,
fragmentadas com auxilio de tesoura de poda, armazenados respectivamente por um

ano, sete e cinco meses (Figura 15).

O delineamento utilizado foi em blocos casualizados 3 x 3 com trés tratamentos
de fragmentacdo da parte aérea: Tratamento 1 ndo fragmentada (NF); Tratamento 2
cortes abaixo de 0,5 cm (FM); Tratamento 3 cortes de 1 cm a 5 cm (FP) pré-secagem
combinados com trés épocas de colheitas, onde foram utilizados seis individuos com
repeticdo. As exsicatas destas plantas foram depositadas no herbario da Unesp de Bauru-
UNBA.
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Figura 15. Tratamentos de processamento pré-secagem de P. incarnata: NF (ndo
fragmentado), FM (fragmentag&o 1-5 cm) e FP (fragmentacdo < 0,5 cm). Detalhe
do tratamento FM (A) e FP (B)

7.3. Preparo dos extratos

A parte aérea de P. incarnata dos diferentes tratamentos foi seca em estufa de ar
circulante (60° C) por 48 h até estabilizacdo do peso. As amostras foram pulverizadas em
moinho de facas (Marconi, SP, Brasil) e posteriormente pesadas e embaladas em

recipientes de vidro devidamente etiquetados e armazenadas em local seco e escuro.

O preparo dos extratos foi realizado no Laboratério de Produtos Naturais da
UNESP (FC/Bauru). A extracdo a partir do material seco foi realizada com 5 mL de
metanol:dgua (MeOH-H.O) 85:15 (v/v) na propor¢do planta:solvente de 1:10 (m/v) em
ultrassom 25 minutos e centrifugado a 4000 rpm por 7 min. Apds a secagem, uma aliquota
de 10 mg do extrato foi dissolvida em 1 mL de MeOH:H-0 (85:15, v/v), grau EM .
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O extrato foi pré-tratado para a remocao de compostos apolares em cartuchos de
extracdo em fase sélida com silica Cis (Supelco/Discovery 50 mg mL) e filtrada em filtro
de seringa com membrana de politetrafluoroetileno (PTFE) com poro de 0,22 pm, apés o
processo estes foram armazenados em frascos de 1 mL e acondicionados em geladeira

até a realizacdo das andlises.

7.4. Condic6es cromatograficas

As analises de CLUE-EM foram realizadas no Laboratério de Biodiversidade e
Sustentabilidade da UNESP (CLP/Séo Vicente). Os espectros de massas foram obtidos
em um espectrometro de massa Accela (Thermo Scientific®) modelo LCQ Fleet com lon
Trap (IT) 3D via analise de injecdo de fluxo (FIA) e ionizac&o por eletronebulizacéo (ESI).
As separacfes cromatograficas foram realizadas com uma coluna de fase reversa (Cis) €

a fase movel composta de uma mistura de MeOH:H:O.

O extrato metandlico a 85% foi dissolvido em MeOH:H,O (7: 3, v / v), grau
massas, e infundido no ESI via FIA utilizando uma bomba de seringa com fluxo de 10 pL
min?. A tensdo capilar era de - 46 V, a tensdo de pulverizacdo era de 4,9 kV e o
deslocamento da lente do tubo era de -167 V. A temperatura capilar era de 280 °C. O
nitrogénio foi usado tanto como gas de secagem quanto a uma taxa de fluxo de 60
unidades e como gas nebulizador. A temperatura do vaporizador foi de 154° C e um
potencial de - 4 V foi utilizado no capilar. Os espectros de massa de ions foram
registrados em modo negativo na faixa de m/z 50-1000. Todos os parametros do
espectrdmetro de massa foram ajustados para otimizar as relacées sinal ruido para os

fons de interesse.

A analise quantitativa de vitexina presente nas amostras foi realizada pelo método
de calibracdo externa, com o padréo de vitexina (Sigma-Aldrich®). A partir de uma solugéo
mae, foram preparadas amostras em triplicata, cobrindo intervalos lineares com oito niveis
de concentracdo (0,001-0,2 mg mL™) de vitexina em MeOH:H,O (85:15 v/v). As areas
meédias sob os picos cromatograficos das amostras foram calculadas e os valores obtidos
interpolados em funcdo da concentracdo usando regressao linear (RIBANI et al., 2004). O

software Xcalibur (Thermo Scientific®) foi utilizado para adquirir e processar os dados.
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Apdbs o processamento dos cromatogramas os dados foram exportados para uma planilha

global do Excel®.

Mesmo com a precisdo do equipamento, a andlise de lotes com alto numero de
amostras podem prejudicar a qualidade dos dados, devido o tempo de preparacdo das
amostras e flutuagbes na performance do cromatografo e espectrémetro de massa
(ZELENA et al., 2008). Por isso as amostras foram avaliadas de maneira randomizada,
intercaladas a fracdes de controle de qualidade (QC) durante as injecdes. Os QC foram
feitos a partir do conjunto de amostras bioldgicas analisadas. A estabilidade do sistema
(CLUE-EM) foi acompanhada através do tempo de retencdo e precisdo de compostos

identificados em literatura.

Através da curva analitica foram obtidos os coeficientes linear(a), angular (b),
correlacdo (r?), o limite de deteccdo (LD) e de quantificacdo (LQ), expressos,

respectivamente por:

£l
LD=3,3IE 4
il
LO=10x—
b (5)

7.5. Analise Estatistica

Foi realizada a analise de varidncia utilizando o teste ANOVA afim de verificar
diferencas entre os tratamentos de fragmentacao e também entre as colheitas, adotou-se
um nivel de significancia de 5% (p< 0,05). Todos os gréaficos e testes estatisticos foram
realizados no pacote basico do R (TEAM, 2016).
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8. RESULTADOS E DISCUSSAO

O perfil cromatogréfico do extrato MeOH 85% da parte aérea de P. incarnata foi
analisado em coluna Acquity® BEH Cis (100 x 2,1 mm de diametro interno; particulas de
1.7 um ) um gradiente otimizado de 20-100% de MeOH:H,O em 5 minutos, vazéo de 300
ML e com volume de injecdo de 1 pL. As amostras de extrato foram injetadas na
concentracdo final de 2 ppm. A partir da comparacdo de tempo de retencédo (Tr) e
espectros de massa em modo negativo das substancias presentes nos extratos com
dados da literatura, foi possivel identificar os principais flavonoides C-glicosilados

presentes no espectro de massa das amostras de acordo com a Figura 16.

Os principais flavonoides C- glicosilados identificados nas amostras (Figura 16):
vitexina (Tr = 2,58 min; m/z 431) e seu is6bmero isovitexina (Tr = 2,71 min; m/z 431);
orientina e isoorientina (respectivamente, Tr = 2,76 e 2,80 min; m/z 447); schaftosideo e
isoschaftosideo (Tr = 3,70 e 3,80 min; m/z 563); e vicenin-2 (Tr = 4,96 min; m/z 593).
Embora ndo se tenha demonstrado que os flavonoides estejam diretamente ligados a
atividade farmacolégica do P. incarnata, estes compostos sdao amplamente utilizados

como marcadores para avaliacao do controle de qualidade (WOHLMUTH et al., 2010).
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Figura 16. Cromatograma analitico dos ions totais obtido por CLUE-EM para extrato
de MeOH 85% (branco), vitexina comercial e amostra da parte aérea de P. incarnata
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Comparando a eficiéncia das técnicas de CLAE e CLUE-DAD a composicao
quimica de extratos aquosos de algumas espécies de Passiflora brasileiras e colombianas
observou-se que esta técnica, utilizando coluna Perkin Elmer® BHE, gradiente de
acetonitrila acido formico a 5%, na faixa de 190 a 450 nm e no modo positivo, reduziu pela
metade o tempo total de andlise (10 minutos), sem gque ocorresse perda na resolucdo dos
picos (COSTA et al., 2016).

Os principais flavonoides C-glicosilados caracterizados neste estudo foram:
vitexina (Tr = 2,58 min; m/z 431) e seu isbmero isovitexina (Tr = 2,71 min; m/z 431);
orientina e isoorientina (respectivamente, Tr = 2,76 e 2,80 min; m/z 447); schaftosideo e
isoschaftosideo (Tr = 3,70 e 3,80 min; m/z 563); e vicenin-2 (Tr = 4,96 min; m/z 593).
Embora ndo se tenha demonstrado que os flavonoides estejam diretamente ligados a
atividade farmacolégica de P. incarnata, estes compostos sdo amplamente utilizados

como marcadores para avaliagao do controle de qualidade (WOHLMUTH et al., 2010).

Ao avaliar a tintura mée da parte aérea de P. incarnata simultaneamente para
CLAE- DAD em coluna monolitica tipo Cis € CLUE (particulas 2.7 pm), com coluna
Acquity® BEH Cis (particulas 1.7 um) também por DAD, observou-se melhora no tempo
total das andlises cromatograficas para colunas com particulas menores, o desempenho
do sistema CLUE-DAD foi similar ao uso de duas colunas monoliticas (PIETROGRANDE
et al., 2010). Para a espécie estudada, quanto aos métodos de analise, a CLAE ¢é a

técnica mais escolhida para caracterizacdo dos compostos fendlicos.

Na avaliacdo da influéncia do tipo de extrato (aquosos e etandlicos) no teor de
flavonoides antioxidantes de P. incarnata, cultivado sob clima temperado frio da regiao
nordeste da Europa, utilizou-se CLAE ultravioleta visivel (UV/Vis) na fase estacionaria
coluna XTerra RP18 150 x 3.9 mm (3.5 um) e deteccéo a 360 e 275 nm identificando mais
flavonoides no extrato etandlico, pouco mais de dez tipos (MASTEIKOVA et al., 2008).

A partir de dados obtidos por CLAE- UV/Florescéncia Nova-pak® RP-Cis 150 x 3.9
mm (4 pum) avaliou-se um método de identificagdo simultdnea de alcaloides e flavonoides
de extratos metanolicos de P. incarnata produzidas na Australia (GRICE; FERREIRA;
GRIFFITHS, 2001). O uso de CLAE - EM também tem permitido a identificacdo de
diversas estruturas quimicas caracterizadas nos extratos metandlicos da espécie
cultivadas no mundo todo (BUCHBAUER; JIROVETZ, 1992; CHIMICHI et al., 1998;
RAFFAELLI et al., 1997; WOHLMUTH et al., 2010).
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Nota-se que as técnicas de separacdo mais utilizadas atualmente sé&o
complementares apresentando vantagens e limitagdes, a velocidade do método na
validacdo da autenticidade do material € uma vantagem que gera interesse na rotina da

producdo em larga escala(PEREIRA et al., 2004).

Neste trabalho a caracterizagéo de flavonoides por espectrometria de massas foi
realizada através do modo negativo, que pode ser considerado complexo, contudo é o
mais sensivel a estas estruturas, sendo necessaria alta energia de colisdo para que
ocorra a fragmentacdo adequada (SALDANHA, 2013). Analisando as massas de varios
espectros EM-EM de dissociacéo induzida por colisdo dos flavonoides C-glicosilados
verificou-se diferengcas marcantes entre os isbmeros, principalmente nas unidades de
fragmentacdo, 8-C e 6-C glicosideos como a vitexina e isovitexina (WARIDEL et al.,
2001).

8.1. Analise quantitativa dos teores de flavonoides

Os dados quantitativos (Tabela 4) demonstraram uma elevada linearidade entre a
area do pico e as concentracdes de vitexina (r>> 0,999X) com a disperséo dos residuos
seguindo padrdo aleatério de distribuicdo demonstrando o ajuste ideal dos dados para
linha de regressao (Figura 17) (RIBANI et al., 2004).

Tabela 4. Curva de calibracdo e dados de sensibilidade encontrados no padréo analitico da vitexina (Método
Padrdo Externo)

Padrdo n Concentracao Equacao de Correlacdo LD LQ RDS
(pul/ml) calibracao (@) (%)

Vitexina 8 2 Y=238833*X +1611,99 0,9992 0,0223 0,0674 0,9-15,7
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Figura 17. Curva analitica obtida pelo método de calibracdo externa para a
quantificacdo de flavonoides de P. incarnata utilizando padréo de vitexina
A analise quantitativa da vitexina dos tratamentos de P. incarnata foi realizada a
partir da curva analitica para determinacéo da linearidade, os dados foram apresentados
como média * desvio das injecdes (Tabela 5). A média dos valores obtidos para todos os
tratamentos ficaram dentro dos teores de vitexina recomendados pela ANVISA para P.
incarnata (ANVISA, 2015).
Tabela 5. Teor de vitexina dos extratos da parte aérea de P. incarnata submetida a fragmentacéo pré-

secagem (NF: ndo framentada, FM: fragmentada média (1 a 5 cm) e FP: fragmentada pequena (< 0,5 cm))
em trés épocas de colheita por CLUE-EM

Processamento (Fragmentacao)

NF FM (1-5 cm) FP (< 0,5 cm)

Epocas de Colheita (meses)

Teor de Abr Set Nov Abr Set Nov |Abr Set Nov

vitexina
mg/g de 4,60* 3,80* 4,262 | 3,92 2,85% 4372 3,874 298 3,31%
seca 1,862 1,496 1,632 | 0,748 1,153 1,266 | 1,227 1,724 1,124

n=18 * média + desvio padrdo ? os pares de resultados com a mesma letra em sobrescrito ndo
diferem estatisticamente entre si (ANOVA, p = 0,05)

Avaliando o teor de determinados flavonoides isbmeros em 115 amostras de

espécies de Passiflora de diversas partes do mundo por CLAE, verificou-se que P.



81

incarnata da América do Norte (Mississipi e Florida) apresentaram baixos teores de
vitexina (0,06 mg/ g de matéria seca), enquanto outras espécies ainda pouco difundidas
apresentaram teores mais elevados do que os encontrados neste trabalho e seu isbmero
(Abourashed et al., 2002).

Também através de CLAE-UV Passiflora incarnata 15,94 mg/g de planta seca de
flavonoides totais expressos em vitexina, valor maior do que obtido em todos os
tratamentos do presente trabalho, contudo a técnica utilizada ndo separou o isbmero da

vitexina que comumente é encontrado em maior quantidade (Figura 16).
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Figura 18. Boxplots dos teores de vitexina dos tratamentos (NF: ndo fragmentado, FM: fragmentada
média de 1 a 5 cm e FP: fragmentada pequena < 0,5 cm) e épocas de colheita (1: abril, 2: setembro
e 3: novembro).
Mesmo com grande variacdo nos teores de vitexina do tratamento nao
fragmentado e da segunda época de colheita (Figura 18), a média dos tratamentos nao
apresentaram diferengas significativas na avaliagdo dos teores de vitexina entre os tipos

de fragmentacéao pré-secagem em diferentes épocas de colheita (Figura 19).
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Figura 19. Boxplot dos teores de vitexina dos tratamentos (NF: ndo fragmentado, FM: fragmentada
média de 1 a 5 cm e FP: fragmentada pequena < 0,5 cm) em relagdo a época de colheita (1: abril,
2: setembro e 3: novembro)

Diferente do observado para processamento de pré-secagem de plantas
medicinais com componentes volateis como capim liméo, gengibre e carqueja, percebeu-
se que o tamanho do fragmento do material vegetal submetido a extracdo de Oleos
essenciais também pode influenciar o rendimento dos extratos (COSTA et al., 2005;
MAIA; BOVI; DUARTE, 1991; SILVA et al., 2010).

Operacbes de pré-limpeza buscam tornar a secagem mais eficiente utilizando
técnicas de fragmentacdo como descascar, picar, rasurar, fatiar e desfolhar de acordo
com a espécie de interesse (CORREA JUNIOR; SCHEFFER, 2013). O hébito trepador de
P. incarnata podem dificultar a secagem em grande quantidades de maneira homogénea
e a separacdo de material estranho enrolado em suas gavinhas e caule (FUENTES,;
LEMES; RODRIGUEZ, 2000). Assim a fragmentacdo feita imediatamente antes da
secagem da parte aérea pode contribuir como desidratacdo mais rapida sem perdas no
teor de vitexina.
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9. CONCLUSAO

Considerando as diferentes colheitas e processamento de pds-colheita, avaliados
no presente trabalho, pode-se concluir que os tamanhos de fragmentacdo da biomassa
vegetal fresca, imediatamente antes da secagem da época de colheita, de P. incarnata,
nao influenciou significativamente nos teores de vitexina, com valor médio para todos os

extratos ficando acima do teor minimo recomendado pela ANVISA.
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11. CONSIDERACOES FINAIS

A pesquisa buscou fazer uma pequena contribuicdo a técnicas utilizadas pelos
agricultores familiares durante o beneficiamento pés-colheita de plantas medicinais. A fim
de produzir uma discussdo sobre como tecnologias atuais podem apoiar 0 conhecimento

popular melhorando a eficiéncia dos processos de secagem de P. incarnata.
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