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RESUMO

Objetivou-se com este trabalho caracterizar a producdo vegetal e avaliar o quantitativo de
flavonoides e taninos condensados de individuos jovens de Anadenanthera colubrina (Vell.)
Brenan em diferentes localidades. As sementes foram provenientes de matrizes adultas
localizadas nos municipios de Serra Branca e Sumé no Cariri paraibano. O material coletado
foi conduzido para o Laboratério de Ecologia e Botanica - LAEB/UFCG/CDSA, no municipio
de Sumé para triagem e identifica¢do dos lotes para producao. A producdo vegetal foi executada
no Viveiro para Produ¢cdo de Mudas Nativas e Estudos de Ecologia € Dinamica de Caatinga -
LAEB/UFCG/CDSA, em condigdes de sombreamento de 50% e o substrato composto por
areia, esterco caprino e terra de subsolo na proporcao de 1,5:1,0:0,5. O experimento foi
conduzido em 200 sacos de mudas, sendo que para cada saco foi semeada uma semente,
perfazendo a disposi¢do total de 100 sementes de A. colubrina das matrizes de Sumé e 100
sementes das matrizes de Serra Branca. Foram avaliados os parametros de emergéncia (%),
indice de velocidade de emergéncia (IVE), durante um periodo de 30 dias apos a semeadura e
também foram analisados: altura, didmetro, massa fresca ¢ massa seca. Apos 90 dias de
avaliacdo o material vegetal foi coletado e conduzido parao Instituto de Pesquisa em Farmacos
e Medicamentos — [PeFarM, para andlise fitoquimica. Considerando a produgdo vegetal de A.
colubrina observou-se que as sementes do municipio de Sumé tiveram um melhor desempenho,
registrando emergéncia de 70% e IVE de 11,19 enquanto as do municipio de Serra Branca
obtiveram emergéncia de 58% e IVE de 10,03. Os parametros relacionados a altura, diametro,
massa fresca e seca foram indicativos de um bom desenvolvimento. Para sementes provenientes
de Sumé e Serra Branca verificou-se ainda que nao houve diferenca estatistica entre as médias
de diametro, massa fresca e seca. Nesse sentido, ressalta-se que apenas o parametro altura
apresentou diferenga estatistica, se destacando com maiores crescimentos os individuos de
Sumé. O método analitico pré-validado por espectrofotometria UV/Vis demonstrou que o
método ¢ seletivo, linear, sensivel, preciso e robusto, estando adequado para a finalidade
pretendida. Relacionado aos dados de quantificagdo de taninos e flavonoides das respectivas
matrizes estudadas, observou-se que os individuos jovens de A. colubrina, apresentaram
concentragdes de taninos entre 28,05 + 3,5 (mg/g) para Sumé e 26,55 + 1,7 (mg/g) para Serra
Branca, e as concentragdes de flavonoides foram de 24,17 + 2,6 (mg/g) para Sumé e 23,64 +
3,2 (mg/g) para Serra Branca. Assim, registrou-se na quantificacdo de taninos e flavonoides dos
individuos jovens de A. colubrina que as concetracdes foram siginificativas. Além disso,
observou-se que houve difrenca entre Sumé e Serra Branca apenas para a concentragdo de
taninos. Portanto, os dados levantados se mostram relevantes para subsidiar as escalas de cadeia
produtiva relacionados a produtos naturais ¢ a conservacao da biodiversidade no contexto do
Semiérido brasileiro.

Palavras-chave: Tecnologias Analiticas. Populagdo Vegetal. Desenvolvimento Sustentavel.
Semiarido.



ABSTRACT

Oaimed at this work characterize plant production and evaluate the quantity of flavonoids and
condensed tannins of young individuals from Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan in
different locations. The seeds came from adult matrices located in the municipalities of Serra
Branca and Sumé in Cariri, Paraiba. The collected material was taken to the Laboratory of
Ecology and Botany - LAEB/UFCG/CDSA, in the municipality of Sumé for sorting and
identification of the batches for production. Vegetable production was carried out at the Nursery
for the Production of Native Seedlings and Studies of Ecology and Dynamics of Caatinga -
LAEB/UFCG/CDSA, in 50% shading conditions and the substrate composed of sand, goat
manure and subsoil in the proportion of 1.5: 1.0: 0.5. The experiment was conducted in 200
bags of seedlings, and for each bag a seed was sown, making the total disposition of 100 seeds
of 4. colubrina from Sumé matrices and 100 seeds from Serra Branca matrices. The emergency
parameters (%), emergency speed index (IVE), over a period of 30 days after sowing and height,
diameter, fresh weight and dry weight were also analyzed. After 90 days of evaluation, the plant
material was collected and taken to the Pharmaceuticals and Medicines Research Institute -
[PeFarM, for phytochemical analysis. Considering the vegetable production of 4. colubrina it
was observed that the seeds from the municipality of Sumé had a better performance, registering
an emergence of 70% and an IVE of 11.19 while those from the municipality of Serra Branca
had an emergence of 58% and an IVE of 10.03. The parameters related to height, diameter,
fresh and dry weight were indicative of good development. For seeds from Sumé and Serra
Branca, it was also verified that there was no statistical difference between the averages of
diameter, fresh and dry mass. In this sense, it is emphasized that only the height parameter
presented statistical difference, with the Sumé individuals standing out with greater growth.
The analytical method pre-validated by UV/Vis spectrophotometry demonstrated that the
method is selective, linear, sensitive, precise and robust, being adequate for the intended
purpose. Related to data from quantification of tannins and flavonoids from the respective
studied matrices, it was observed that young individuals from A. colubrina, presented tannin
concentrations between 28.05 £ 3.5 (mg/g) for Sumé and 26.55 £ 1.7 (mg/g) for Serra Branca,
and the flavonoid concentrations were 24.17 + 2.6 (mg/g) for Sumé and 23.64 + 3.2 (mg/g) for
Serra Branca. Thus, it registered itself in the quantification of tannins and flavonoids of young
individuals from A. Colubrina that the concentrations were significant. In addition, it was
observed that there was a difference between Sumé and Serra Branca only for the concentration
of tannins. Therefore, the data collected are relevant to support the production chain scales
related to natural products and the conservation of biodiversity in the context of the Brazilian
Semiarid.

Keywords: Analytical Technologies. Plant Population. Sustainable Development. Semiarid.
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1 INTRODUCAO

O semidrido Brasileiro possui uma extensdo territorial de 1,03 milhdes de km?, ¢
composto por 1.262 municipios englobando os estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhao,
Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe, ¢ no norte de Minas Gerais
(SUDENE, 2017) A precipitagdo pluviométrica média anual ¢ igual ou inferior a 800 mm; o
indice de Aridez de Thornthwaite ¢ igual ou inferior a 0,50 e o percentual didrio de déficit
hidrico igual ou superior a 60% (IBGE, 2018).

O Bioma Caatinga, ocupa cerca de 11% do pais, e caracteriza-se principalmente por ser
considerado exclusivamente brasileiro (MMA, 2020). Composto por diferentes
fitofisionomias a Caatinga possui uma riqueza bioldogica muito diversa e com varias espécies
endémicas e raras (LOIOLA et al., 2012).

Apesar da sua importancia, o Bioma Caatinga vem sendo desmatado de forma acelerada,
principalmente devido a exploragdo ilegal e insustentavel de arvores nativas para a produgao
de lenha, fins industriais ou domésticos e para conversao de areas para producdo de pastagens
e agricultura (MMA, 2017). Dessa forma, sendo necessario o plantio de espécies florestais
nativas, como alternativa de manejo para redugdo desses impactos negativos gerados por essas
atividades (ALMEIDA et al.,2020).

Assim, a producao de mudas nativas, ¢ uma atividade de grande importancia no sistema
de propagacdo e conservagdo de espécies. No entanto, para producao vegetal ¢ necessario o
conhecimento do comportamento das espécies vegetais, levando em consideracdo suas
exigéncias para a produc¢do, que de acordo com Antoniazzi et al. (2013), para obter sucesso na
producdo de mudas de espécies nativas, além da necessidade da escolha das sementes e dos
substratos, os recipientes como tubetes e sacos plasticos sdo os mais utilizados, pois irdo
influenciar diretamente na qualidade das mudas.

Considerando as iniumeras espécies com alto valor socioecondmico e ambiental do
Bioma Caatinga tem-se a Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan. Esta espécie, apresenta uma
ampla distribuicdo neste Bioma possuindo sementes com reproducdo vigorosa, rapida
germinagdo e que nao apresentam dorméncia (RAMOS et al,, 2014).

A. colubrina, popularmente conhecida como angico-branco, ¢ uma espécie que ocorre
na Caatinga e em outros Biomas brasileiros, sendo bastante conhecida e comum, no Nordeste
sua distribuicdo ocorre nos seguintes estados (Bahia, Ceara, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio
Grande do Norte, Sergipe); Centro-Oeste (Distrito Federal, Goids, Mato Grosso do Sul, Mato
Grosso); Sudeste (Minas Gerais, Rio de janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parand) (MORIM, 2017).
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E uma espécie de grande importancia ambiental, sendo recomendada para recuperagio
de areas degradadas e para reposicao de mata ciliar em terrenos com inundagcdo (CARVALHO,
2003). Apresenta também valor econdmico, pois sua madeira ¢ muito empregada para
atividades de construgdo rural e civil, fabricagdo de moéveis risticos € com fins energéticos,
suas cascas sao utilizadas para obtengdo de taninos para serem utilizados nos curtumes locais
(BARBOSA et al, 2011). Além de ser uma espécie vegetal com alto valor medicinal, ocupando
posi¢do de destaque entre as plantas medicinais no Nordeste brasileiro (PESSOA et al., 2012).
De acordo com Dias et al. (2016), ¢ uma populagcdo vegetal que possui ampla classe de
metabdlitos secundarios, como: taninos, flavonoides e entre outros compostos fenolicos, sendo
reconhecidos por sua atividade antioxidante e anti-inflamatorio.

Nesse contexto os flavonoides representam um dos grupos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem vegetal e sdo amplamente distribuidos nas plantas,
geralmente os flavonoides encontrados nas folhas, podem ser diferentes daqueles presentes
nas flores, nos galhos, raizes e frutos (MACHADO et al., 2008). Os taninos também, ocorrem
em uma ampla variedade de vegetais, € podem ser encontrados nas raizes, na casca, nas
folhas, nos frutos, nas sementes e na seiva, sendo classificados em dois grupos: taninos
hidrolisaveis e condensados (BATTESTIN, MATSUDA e MACEDO 2008).

Nesse sentido a utilizagdo de plantas com fins terapéuticos sao muito utilizadas para
tratamento, cura ou prevencao de doengas, sendo uma das formas mais antigas de pratica
medicinal da humanidade (SALVAGNINI ez al., 2008). Porém, para producdo de qualidade
de um produto fitoterapico, ¢ necessario a padronizagdo de produtos e caracterizagao dos
processos de producdo dos insumos de ativos vegetais até o produto acabado, recorrendo
assim para as analises quantitativas de marcadores quimicos presentes na droga vegetal
(DONNO et al., 2016).

Portanto, objetivou-se com este trabalho caracterizar a produgdo vegetal e avaliar o
quantitativo de flavonoides e taninos condensados de individuos jovens de Anadenanthera

colubrina (Vell.) Brenan em diferentes localidades.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 0 SEMIARIDO BRASILEIRO E O BIOMA CAATINGA: CARACTERISTICAS FISICA
E BIOLOGICA

O Semiarido brasileiro possui uma extensdo territorial de 1,03 milhdes de km?,
abrangendo por 1.262 municipios (SUDENE, 2017) e encontra-se situado entre os paralelos de
3, 08° e 17, 66° de latitude sul e entre os meridianos de 35, 25° e 46,12° de longitude a oeste
do meridiano de Greenwich (SANTOS et al., 2017).

Devido as irregularidades das chuvas a regido Semiarida caracteriza-se por apresentar
um clima com aspectos diferentes de outras regides, apresentando duas estagdes, sendo a
chuvosa que perdura de trés a cinco meses, € a seca que dura de sete a nove meses (ANDRADE,
2008).

O Semiarido brasileiro tem a maior parte de seu territorio ocupada por uma vegetacao
adaptada as condi¢des do clima, de fisionomia diversificada e que engloba o Bioma Caatinga.
Este Bioma considerado de suma importancia do ponto de vista biol6gico, sendo um dos poucos
que tem sua distribuicdo totalmente restrita ao territorio brasileiro. Estudos recentes,
considerando os levantamentos da fauna e da flora, apresentaram que a Caatinga possui um
considerdvel numero de espécies endémicas e, por isso, deve ser considerada um patrimonio
biolégico de valor incalculavel (SILVA et al., 2010).

O Bioma Caatinga ¢ predominante nessa regido, ocupando cerca de 11% do pais (MMA,
2020). Sendo um bioma rico em biodiversidade e endemismos, com um potencial Unico de
conservagao de servigos ambientais associado ao uso sustentavel de seus recursos (PEREIRA;
CARVALHO, 2008).

A vegetagdo da caatinga ¢ constituida principalmente por arvores baixas e arbustos
profusamente ramificados, frequentemente armados com espinhos ou aculeos, geralmente com
folhas pequenas, entremeados com plantas suculentas, e um estrato herbaceo formado por
plantas anuais principalmente terofitos, bromélias terrestres e cactos rasteiros (FERNANDES;
QUEIROZ, 2018). Para estes autores, a vegetacdo ¢ fortemente sazonal, apresentando um
aspecto luxuriante na estacao chuvosa, quando as arvores e arbustos apresentam folhas novas e
flores em profusdo, isso contrasta fortemente com o seu aspecto na estagdo seca, quando as
plantas estdo despidas da folhagem.

Grande parte das espécies vegetais sdo caducifdlias, ou seja, tém folhas deciduas, que

caem na época da seca sendo uma resposta a auséncia da 4dgua. Considerando as distintas
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fisionomias, a Caatinga apresenta-se um patrimonio biolégico muito diferenciado, com
ocorréncia de taxons raros e endémicos (GIULIETTI et al., 2004).

Apesar desse Bioma ser pouco conhecido e estudado, ja foram registradas 932 espécies
vegetais sendo 380 endémicas (ALVES et al., 2009). A diversidade biologica da Caatinga ¢
imensamente significante, quando comparada com outras regidoes (TABARELLI et al., 2003).
Os autores Pereira e Carvalho (2008), ressaltam a preocupa¢do com o Bioma, devido ao
aumento da degradagdo nessa regido. Por isso a importancia de estudos que contribuam para a
conservagao de suas espécies nativas, assim como o desenvolvimento de métodos sustentaveis
para preservar seus recursos naturais, uma vez que a caatinga tem um imenso potencial,
sustentavel e bioprospecgao (MMA, 2020).

Como técnicas de recuperagdo de areas degradas no Bioma Caatinga sdo empregadas
varias espécies nativas, onde Maia (2004), indica algumas espécies para recomposi¢ao de matas
ciliares, plantio na fase posterior da recuperacdo de area degradada, areas erodidas e
enriquecimento de capoeiras e matas. Assim para esta autora, além de ser utilizadas para
recuperacdo de areas degradadas, tém propriedades medicinais, forrageira e melhoram as
propriedades fisicas do solo.

As espécies vegetais da Caatinga tém grandes potenciais tanto no ambito econdmico,
em termos forrageiros, frutiferos, como também em termos medicinais, madeireiro e industriais
(KIILL, 2009). No ambito medicinal, muitas espécies vegetais do Bioma Caatinga sao
amplamente empregadas pela populagdo, especialmente na fitoterapia, abrangendo diversos
usos no tratamento de varias doencas (CORDEIRO; FELIX, 2014). Em termos de potencial
forrageiro, os estratos herbaceo, arbustivo e arboreo de espécies vegetais da caatinga,
participam da alimentagdo de ruminantes domésticos (ARAUJO et al. 2008). A madeira ¢
empregada na constru¢do civil, fabricacdo de moéveis e produtos manufaturados, como
instrumentos musicais e esculturas (GOMES et al., 2007). Dessa forma, as espécies vegetais da
Caatinga vém apresentando um vasto potencial econdémico para a populacdo (SCHOBER,

2002).

2.2 PRODUCAO VEGETAL

No cenario atual, a preocupacdo mundial com relacdo a qualidade ambiental tem se
mostrado cada vez mais frequente, gerando uma demanda crescente de servigos e produtos
florestais, em especial, na producdo de mudas para a recuperagdo de areas degradadas,

recomposicao florestal para fins econdmicos e arborizacao urbana (KELER et al., 2009).
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O ciclo de produgdo vegetal, relacionam parametros fisiologicos e morfologicos
apropriados, para que ocorra a sobrevivéncia das mudas pos-plantio, tendo inicio na selecao
das espécies, escolha das matrizes, coleta, até o processo de plantio em campo (BELLEI,
2013). A qualidade de mudas tem sido abordada em varios trabalhos de pesquisas no Brasil,
a maioria procurando definir os melhores recipientes, substratos e adubacdo (KRATKA;
CORREIA, 2015). O tipo e dimensdo do recipiente exerce influéncia na qualidade das mudas
produzidas e em seus custos, onde o tamanho em altura das embalagens ¢ mais significativo
do que o didmetro (ANTONIAZZI et al., 2013).

Para produzir mudas nativas de espécies florestais, além da escolha das sementes, o tipo
do recipiente utilizado influenciara na qualidade das mudas, ou seja, possibilitando que as raizes
das mudas se desenvolvam sem restricdes durante o tempo de permanéncia no viveiro
(CARVALHO, 2003). De acordo com Hahn ef al. (2006) e Antoniazzi et al. (2013), para obter
sucesso na producdo de mudas de espécies nativas, além da necessidade das sementes e dos
substratos serem de boa qualidade, os recipientes como tubetes e sacos plasticos de mudas, sao
os mais utilizados, pois irdo influenciar diretamente na qualidade das mudas.

A escolha do substrato para producao de mudas, deve conter diferentes propriedades
que proporcione o ficil manejo, uma boa textura e ser rico em nutrientes, podendo ser composto
por um unico material ou diferentes tipos de materiais, levando em consideracdo uma boa
composi¢cao (FAVALESSA, 2011). Pois para elaboracdo de um substrato, se deve levar em
consideragdo a origem e composi¢do dos materiais que o irdo compor, € a propor¢ao entre eles
(KRATZ et al., 2013).

Para produgcdo de mudas de qualidade, ¢ importante uma boa iluminacao,
disponibilidade hidrica, auséncia de pragas e doengas, € um bom substrato que proporcione
condigdes favordveis para a nutricdo e desenvolvimento das plantas (COSTA et al., 2020).
Conforme Carvalho e Nakagawa (2000), o conhecimento das condi¢cdes adequadas para a
realizagdo do teste de germinacdo para cada espécie ¢ necessdrio, principalmente pelas
respostas singulares em relacdo a diversos fatores como substratos, quantidade de agua, luz,
temperatura, oxigénio e ocorréncia de agentes patogénicos associados as sementes.

Para avaliar a qualidade de uma muda, o didmetro do coleto, ¢ o melhor parametro,
porém outros pardmetros que determinam padrdo de qualidade estdo associados a altura,
sistema radicular e aéreo, vigor e aspectos nutricionais, € o processo de rustificacdo para que

possa se adaptar as exigéncias edafoclimaticas (FERREIRA et al. 2012).
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2.3 ANADENANTHERA COLUBRINA (VELL.) BRENAN

Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan, ¢ conhecida popularmente em algumas
regides como Angico-Branco (CARVALHO, 2002). E uma espécie nativa do Brasil
ocorrendo nas regides Nordeste (Bahia, Ceard, Paraiba, Pernambuco, Piaui, Rio Grande do
Norte, Sergipe); Centro-Oeste (Distrito Federal, Goias, Mato Grosso do Sul, Mato Grosso);
Sudeste (Minas Gerais, Rio de janeiro, Sdo Paulo) e Sul (Parana) (MORIM, 2017).
Caracteriza-se como uma das espécies mais predominantes na regido Semiarida (JUNIOR,
2012). Sendo esta, pioneira com grande necessidade de exposi¢do solar e caracteristica
caducifolia (GUIMARAES, 2009).

O género Anadenanthera, pertence a ordem Fabales, a familia Fabaceae, sub-familia
Mimosoideae, foi inicialmente proposto por J. P. M. Brenan e Reis Altschu, composto por
quatro espécies, mas em uma revisao taxonomica desse género pelo pesquisador Siri Von Reis
Altschul, discorreu que apenas duas espécies compunham o género: 4. Peregrina (L.) Speg.
e A. colubrina (Vellozo) Brenan, cada uma com duas variedades, sendo diferenciadas por
meio de caracteres morfologicos e suas localizagdes geograficas de origem ou distribuicao
(VIANA et al., 2014).

Fabaceae constitui uma das maiores familias de angiospermas, com 727 géneros e cerca
de 19.325 espécies, distribuidas em trés subfamilias: Faboideae, Mimosoideae e
Caesalpinioideae (LEWIS et al., 2005). A familia apresenta uma distribuicdo ampla ao redor
do globo, esté presente tanto nas florestas tropicais quanto desertos, planicies e regioes alpinas
(DOYLE; LUCKOW, 2003).

A. colubrina, apresenta altura de aproximadamente 25 m, especificamente no bioma

Mata Atlantica, sendo que seu tronco ¢ cilindrico e reto (SAUERESSIG, 2014). O diametro ao
nivel do peito pode variar de 30 a 60 cm (LORENZI, 2002). Os frutos dessa espécie possuem
formato linear-ondulado de coloragao marrom sdo do tipo foliculo, secos e deiscentes, variando
de 9 a 14 sementes (BARRETO; FERREIRA, 2011). Apresenta dispersdo barocoérica e
autocorica (SAUERESSIG, 2014).

O Angico-Branco como ¢ conhecido popularmente, apresenta crescimento moderado a
rapido, atingindo produtividade anual de até 31,35 m®.ha'.ano!. Um problema que pode
comprometer sua produtividade ¢ a gomose, uma exsudacdo através da casca, raizes, troncos
ou galhos, cuja intensidade tende a aumentar com a idade do povoamento (CARVALHO,
2002). No processo para a obtengdo de sementes, ¢ necessario que os frutos sejam coletados

direto da matriz, logo quando inicia a abertura espontanea, em seguida deve ser transportada
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para um ambiente ensolarado, para terminar a abertura e acontecer a liberacdo das sementes
(LORENZI, 2002).

Define-se como uma espécie que apresenta um elevado valor ambiental, social e
econdmico, sendo o manejo dessa populagdo vegetal de grande importancia para garantir a
renovagdo dos sistemas naturais no Semiarido brasileiro (ARAUJO et al., 2018). Sua madeira
¢ muito empregada para atividades de construgao rural e civil, fabricagdo de moveis rusticos e
com fins energéticos, suas cascas sao utilizadas para obtencao de taninos para ser utilizados nos
curtumes locais (BARBOSA et al., 2011). De acordo com Carvalho (2003), 4. colubrina tem
floragdo exuberante, sendo usada na arborizacdo de estradas, parques e ruas, além disso essa
espécie ¢ recomendada para recuperagdo de areas degradadas e para reposicdo de mata ciliar
em terrenos com inundagdo. Segundo Souza et al. (2007), seu polen e néctar servem como
alimento de abelhas, representando utilidade econdmica na apicultura.

O uso medicinal de 4. colubrina ocupa posi¢cao de destaque entre as plantas medicinais
no Nordeste brasileiro, sendo uma das mais usadas popularmente na forma de tintura e
decoctos, como adstringente, depurativo e hemostatico (PESSOA et al., 2012). A decocgao da
casca ralada ¢ utilizada para complicacdes do figado, gonorreia, infeccdo dos ovarios € como
depurativo do sangue. O xarope da casca e da resina ¢ administrado por via oral no tratamento
da bronquite e angina (MONTEIRO et al., 2006). A casca da 4. colubrina ¢ amplamente
utilizada na medicina popular nordestina como anti-inflamatdrio, cicatrizante, para a gastrite,

dor de garganta (LORENZI; MATOS, 2008).

2.4 ASPECTOS FITOQUIMICOS E FARMACOLOGICOS DE ANADENANTHERA
COLUBRINA (VELL.) BRENAN

Uma planta ¢ considerada medicinal por possuir substincias que tém agdo
farmacologica que ¢ a atuagdo dos componentes quimicos das plantas no organismo, estas
substancias sdo denominadas principios ativos (LORENZI; MATOS, 2002). No Brasil, grupos
de pesquisa sobre etnobotanica, fitoterapicos e uso de plantas medicinais tem crescido de forma
consideravel. Estudos multidisciplinares, especialmente aqueles que unem a fitoquimica e
farmacologia, tornaram-se cada vez mais necessarios devido ao uso de plantas medicinais
(ARAUJO et al., 2019). Assim, configura-se como sendo uma fonte importante para a
descoberta de novos agentes farmacoldgicos, onde extratos brutos de plantas e substancias

isoladas nos mesmos demonstram atividade contra varios patogenos (LIMA et al., 2014).
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Uma planta que tem sido muito utilizada na medicina popular devido a suas
propriedades farmacologicas ¢ Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan (SANTOS et al, 2013).
O uso de plantas medicinais como fonte de desenvolvimento de fitoterapicos eficazes e seguros,
requerem estudos de identificacdo botanica, andlises fitoquimicas, toxicologicas e
farmacologicas, além do desenvolvimento de formulagdes e metodologias aplicadas ao controle
de qualidade, do processo de produgdo, da matéria prima e do produto final (CORDELL, 2012).

Para utilizar as plantas medicinais, como matéria-prima para produgdo de fitoterapicos,
tem como pré-requisito a padronizacdo das drogas e extratos vegetais através de diferentes
técnicas e procedimentos com objetivo de estabelecer especificagdes e atributos de qualidade,
garantindo assim a eficacia e seguranca pretendida (CASTRO; ALBIERO, 2016; SOUSA et
al., 2014).

Os extratos de 4. colubrina apresentam em sua composicao muitas classes de
metabdlitos secundarios a exemplo de alcaloides, flavonoides, flavondis, flavonas, xantonas,
esteroides, chalconas, triterpenoides, auronas, flavononas entre outros compostos fenolicos
(COLACITE, 2015; MONTEIRO et al., 2014). Estes mesmos autores colocam que estudos
demonstram que a entrecasca do caule ¢ rica em taninos, conferindo a essa parte da planta,
atividades biologicas importantes, como acdo anti-inflamatéria, antioxidante e atividade
antimicrobiana, sendo que a seiva dessa espécie vegetal demonstrou atividade antitumoral.

Os taninos e flavonoides sdo compostos fendlicos, se definindo como produto do
metabolismo secundario vegetal, reconhecidos por seu uso no tratamento de feridas,
queimaduras e inflama¢des (BRUNETON, 1991). Estudos in-vitro e in-vivo, realizados com
os flavonoides, demonstram seu largo espectro de atividade biologica, como antioxidante,
anticarcinogénica, anti-inflamatoria e antimicrobiana (DAJAS, 2012).

A analise fitoquimica de extratos aquosos e hidroalcoolicos da 4. colubrina produzidos
a partir da casca e do caule, apresentaram compostos fenolicos de polaridade intermediaria e
apolares, sendo atribuidos respectivamente a classe dos taninos e flavonoides (ARAUJO et
al., 2015) . Estudos demonstraram que a quantidade de taninos na casca do caule poderia
variar de 3,21 a 11,07% em rela¢do ao peso total da amostra vegetal, j4 que a concentracao
destes compostos depende da interagdo planta-ambiente, em resposta a diversos fatores
bioldégicos e quimicos, como quantidade de nitrogé€nio e oxigénio disponivel no solo
(MONTEIRO, 2005).

Um produto fitoterdpico composto de A. Colubrina que tem uso tradicional na regido

Nordeste do Brasil € o Elixir Sanativo® (SAN). Um extrato fluido que ¢ indicado no tratamento
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de feridas, queimaduras, inflamacdes de garganta, de tecidos epiteliais lesionados e com
propriedades adstringentes. Sua férmula ¢ constituida por 20% de A. colubrina (angico) e

associagcoes (LIMA et al., 20006).

2.5 METABOLITOS SECUNDARIOS: FLAVONOIDES E TANINOS

O metabolismo ¢ um grupo de reagdes quimicas que estd sempre acontecendo em cada
c¢lula. Recebem o nome de metabdlitos os compostos quimicos que sdo formados, degradados
ou transformados (SIMOES et al.,, 2010). Sendo assim, podem ser divididos em metabdlitos
primarios e metabolitos secundarios (WAKSMUNDZKA; SHERMA; KOWALSKA, 2008).
Os vegetais, microrganismos € em menor escala animais, possuem um metabolismo
diferenciado (enzimas, coenzimas e organelas) no qual sdo capazes de produzir, transformar e
acumular substancias ndo necessariamente ligadas de forma direta a manutencao da vida do
organismo produtor (SILVA, 2013).

Existem trés grandes grupos de metabolitos secundarios que sdo os compostos
fenolicos, terpenos e alcaloides (TAIZ; ZEIGER, 2009). Os compostos fendlicos sao derivados
do 4cido chiquimico e acido mevaldnico. Os terpenos sao produzidos a partir do acido
mevalonico (no citoplasma) ou do piruvato e 3-fosfoglicerato (no cloroplasto). Os alcaloides
sdo oriundos de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os quais sdo derivados do acido
chiquimico e de aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina). Flavonoides, taninos e ligninas fazem
parte dos compostos fendlicos; Oleos essenciais, saponinas, carotenoides € a maioria dos
fitoreguladores sdo terpenos; nicotina, cafeina e vincristina sdo alguns exemplos de alcaloides
(PERES, 2004).

Os flavonoides representam um dos grupos mais importantes e diversificados entre os
produtos de origem vegetal e sdo encontrados nas folhas, nas flores, nos galhos, raizes e frutos
(MACHADO et al, 2008). Os flavonoides apresentam diversidades estruturais, sendo
subdivididos em classes principalmente de acordo com o grau de oxidacdo e substituicdo do
anel C (PIETTA, 2000). Possuem diversas func¢des, sendo importantes agentes de defesa contra
insetos e microrganismos fitopatogénicos, como virus, bactéria e fungos, atuando como
defensores naturais das plantas na forma de resposta quimica a invasdo de patdgenos
(ZUANAZZI, 2000; YAO-LAN et al., 2002). Além de proteger os vegetais contra incidéncia
de raios UV e atrair animais polinizadores (SIMOES et al., 2010).

Os taninos ocorrem em uma ampla variedade de vegetais e sdo classificados em dois
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grupos: taninos hidrolisaveis e condensados (BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2008).
Os extratos tanicos sdo utilizados desde a antiguidade para transformar a pele animal em couro
curtido, tal transformagdo ocorre em fun¢do dos taninos se associarem e precipitarem as
proteinas presentes nas peles dos animais podendo ser encontrados em varias partes do vegetal,
como madeira (cerne), casca, frutos, sementes, folhas e raizes (PAES et al., 2010).

Os taninos vegetais além de serem utilizados no curtimento de peles, sdo também
utilizados na industria de petrdleo como agente dispersante para controlar a viscosidade de
argilas na perfuracao de pogos (PAES et al., 2006). Sendo, também empregado na fabricagao
de floculantes e ou coagulantes e auxiliares de floculacao para tratamento de aguas e efluentes
industriais (KLUMB; FARIA, 2012).

Os compostos fenolicos, representados principalmente por taninos e flavonoides, se
destacam como os principais grupos de antioxidantes naturais, pois esses atuam como eficientes
captadores de radicais livres e interrompem as reagdes em cadeia, isto se deve ao seu potencial

de agir como doadores de hidrogénio (DELAZAR et al., 2006).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 AREA DE ESTUDO

As sementes de A. colubrina (Vell.) Brenan foram coletadas em 2019 de matrizes adultas
situadas na érea rural de Serra Branca. Este municipio se localiza na microrregido do Cariri Ocidental
no estado da Paraiba (07° 30" 51.1° de latitude (S), 36° 41' 91.5°” de longitude (W) e altitude média
de 493 metros). Sua populacdo foi estimada em 13.699 habitantes, distribuidos em 698,102 km? de
area territorial (IBGE, 2019). Processou-se também coletas de sementes no municipio de Sumé. Este
municipio estd localizado na mesorregido da Borborema e microrregido do Cariri Ocidental
paraibano. A populagcdo do municipio possui 16.966 habitantes e tem uma area de 833,315 Km?,
representando 1,53% da area do estado (IBGE, 2019). Encontra-se a 250 km de distancia da capital
Jodo Pessoa, numa altitude média de 533 m. Suas coordenadas geograficas sao 07° 40' 18" de latitude
Sul e 36° 52' 48" de longitude Oeste (EMBRAPA, 2006).

A produgao vegetal foi realizada no municipio de Sumé Cariri paraibano, as mudas da espécie
estudada foram produzidas no Viveiro de Producdo de Mudas Nativas e Estudos de Ecologia e
Dindmica de Caatinga pertencente ao Laboratorio de Ecologia e Botanica do Centro de
Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido (7°39°34.84”” S e 36°53°35.96°> W; 538 m de altitude)

Mapa 1). Este viveiro apresenta-se com 50% de sombreamento.
(Map p

Mapa 1 - Localizagao do Viveiro do Laboratério de Ecologia e Botanica, pertencente ao
Centro de Desenvolvimento Sustentavel do Semiarido, no Municipio de Sumé, Cariri

'

Google earth

Fonte: Lima, et al. (2018).
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3.2 COLETA E ANALISE DOS DADOS

As sementes coletadas foram levadas para o Laboratorio de Ecologia e Botanica -
LAEB/UFCG/CDSA, onde foram triadas manualmente para a sele¢do das sementes em boas
condigdes. A producdo vegetal ocorreu no viveiro de mudas, do LAEB/UFCG, no dia 11 de
outubro de 2019, sendo conduzido em 200 sacos de mudas (dimensdo de cada saco = 23 cm de
altura por 11 cm de largura), dividido em dois blocos, cada bloco com 100 sementes. A distribuigao
foi processada da seguinte forma: 100 sementes de A. Colubrina das matrizes do municipio de
Sumé e 100 sementes das matrizes do municipio de Serra Branca. Cada saco contendo substrato na
propor¢ao 1,5:1,0:0,5 de areia, esterco e terra de subsolo. Para cada saco foi semeada uma semente,
totalizando 200 sementes. Ap6s o plantio, cada saco foi irrigado com 150 ml de agua diariamente.
As avaliagdes de contagem das plantulas foram realizadas diariamente durante 30 dias, sendo consideradas
emersas as plantulas que apresentavam cotilédones acima do nivel do substrato.

As varidveis avaliadas foram Emergéncia (E), conforme indicacdes de Carvalho e
Nakagawa (2012), e Indice de Velocidade de Emergéncia (IVE) proposta por Maguire (1962),
através das seguintes equacoes:

Emergéncia (E) = (N/A) x 100 (Equacao 1)
Onde N = ntimero de plantulas no final do teste;

A= nimero de sementes semeadas.

(IVE) =E1/N1 + E2/N2 +... + En/Nn (Equagao 2)
Onde: E1, E2, En = nimero de sementes emergidas computadas em cada contagem:;

N1, N2, Nn = nimero de dias, em relacao a data da semeadura.

A cada 30 dias apos a emergéncia dos individuo foi realizado a determinagdo da altura
da parte aérea com auxilio de uma régua graduada em centimetro, medindo a distincia entre o
colo e o 4pice, e o didmetro do caule ao nivel do solo por meio de paquimetro digital (0,01 mm)

Fotografia 1.
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Fotografia 1 - Acompanhamento do desenvolvimento 4. colubrina no Viveiro do Laboratoério de
Ecologia e Botanica — LAEB/UFCG/CDSA.

"a % b,

Fonte: Acervo da Pesquisa.

Ao completar trés meses (90 dias), foi coletado a parte aérea de 15 individuos de cada
bloco, totalizando 30 individuos, o critério utilizado para coleta foram os individuos que
apresentaram um maior crescimento, para obten¢do da massa fresca e seca, sendo utilizado a
balanca analitica e para processo de secagem usou-se a estufa de circulacdo de ar 4 42°C e os
resultados das devidas massas foram expressos em g.

Para a andlise da quantificagao de taninos e flavonoides, o material vegetal foi coletado
no viveiro de mudas pertencente ao Laboratorio de Ecologia e Botanica (UFGC-CDSA). A
coleta dos 30 individuos deu-se a partir dos 20 cm acima do nivel do solo, que em seguida
foram pesados e secados, para posteriormente passar pelo processo de moagem em moinho

analitico (Fotografia 2).

Fotografia 2 - Processo de pesagem, secagem e trituracdo da A. colubrina no Laboratorio de
Ecologia e Botanica — LAEB/UFCG/CDSA.

Fonte: Acervo da Pesquisa.
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O material em seguida foi conduzido ao Instituto de Pesquisa em Farmacos e
Medicamentos (IPeFarM-UFPB), sendo que os individuos foram aglomerados por localidade,
para a producgdo do extrato vegetal e posteriormente foi realizado a separacdao granulométrica
em tamisador industrial, obtendo-se tamanho de particulas <50 mesh.

Para determinagcdo do método para quantificacdo da droga vegetal realizou-se trés
repetigdes de cinco pontos, ou seja foram preparados extratos hidroalcéolicos (50%) da parte
aérea na propor¢ao de 50 ml em cinco concentragdes (0,750; 1,125; 1,500; 1,875; 2,250 g). A
extragdo foi realizada em agitador mecanico IKA RW 20 de hélice em 720 Hz/min durante 10
minutos. As amostras foram filtradas em papel filtro com auxilio de bomba a vacuo (Fotografia
3).

Fotografia 3 - Extracdo da droga vegetal da 4. colubrina no Instituto de Pesquisa Farmacos e
Medicamentos (IPeFarM-UFPB).

O teor de taninos foi determinado pelo método de reacdo com vanilina: HCL, no qual

pipetou-se da concentracdo média (1,5 g da droga vegetal para 50 mL de solugdo hidroalcdolica
50%) 200ul do extrato + 1,5 mL de uma solucdo de vanilina a 4% diluida inicialmente em
metanol e depois diluida novamente em HCI P.A (37%). A reagdo ocorreu em tubos de ensaio
por 20 minutos, quando acrescentou-se 1,3 mL de agua destilada para completar volume final
de 3 ml. Para determinacdo de flavonoides, pipetou-se da concentragdo média (1,5 g da droga
vegetal para 50 mL de solucdo hidroalcdolica 50%) 150 pul do extrato vegetal + 2 ml de Cloreto
de aluminio (AICl3). A reag@o ocorreu em tubos de ensaio por 20 minutos, quando acrescentou-
se 1,850 mL de 4gua destilada para completar volume final 4 mL. As leituras foram realizadas
em espectrofotometro ultravioleta visivel a 500 e 405 nm para taninos e flavonoides

respectivamente (Fotografia 4).
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Fotografia 4 - Preparacdo das dosagens para leitura no espectrofotdometro do extrato vegetal
da A. colubrina no Instituto de Pesquisa Farmacos e Medicamentos (IPeFarM-UFPB).

L= X

Fonte.: j’.\cero -Pésquisla.

Foram avaliados os parametros seletividade, linearidade, limite de deteccao e
quantificagdo, precisao e robustez (BRASIL, 2017).

A seletividade do método foi avaliada através da aplicagdo do método scan, com uma
varredura de 400 a 800 nm em espectrofotometro ultravioleta visivel para identificagdo do pico
de taninos no padrao catequina e no extrato da parte aérea e de 300-800 nm para identificacao
do pico de flavonoides no padrao rutina e no extrato da parte aérea.

Na linearidade, adotou-se as curvas de Catequina para quantificacao de taninos e rutina
para quantificacdo de flavonoides desenvolvida por Gomes et al. (NO PRELO) para individuos
jovens de Sideroxylon obtusifolium (Humb. ex Roem. & Schult.) T.D. Penn. Para taninos, foram
obtidas solugdes com concentragdes de 26,5; 39,8; 53,1; 66,4 € 79,6 ug.mL™'. As concentracdes
para flavonoides foram: 13,3;20,0; 26,6; 33,3 ¢ 40,01 ug.mL"'. As curvas foram preparadas em
trés dias diferentes. Para verificar a linearidade (capacidade do método de gerar resultados
diretamente proporcionais a concentra¢do do analito) os dados foram submetidos a regressao
linear dos minimos quadrados, tendo sido obtido a equacdo da reta e coeficiente de correlagdo
minimo aceitavel R> = 0.991 (BRASIL, 2017).

Os limites de detec¢dao e quantificagdo foram estimados em pg/mL considerando o
desvio padrao emrazdo ao coeficiente angular (inclinacdo da reta) obtidos pela linearidade, nos
quais foram utilizadas as equagdes 3 e 4 para determinar o limite de detecgdo e quantificacao,

respectivamente (BRASIL, 2017).
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LD=3,3. 6/ IC (Equagdo 3)
LQ =10.6/IC (Equacao 4)

Onde, LD ¢ o limite de detec¢ao, LQ ¢ o limite de quantificagdo, IC ¢ a inclinagdo da curva de

calibracdo, 6 ¢ o desvio padrao.

A precisdo foi avaliada pela precisdo intermediaria, objetivando avaliar, a proximidade
entre os resultados obtidos da analise de uma mesma amostra, no mesmo laboratorio, em dois
dias diferentes, contemplando as mesmas concentragdes. Foram utilizadas seis réplicas a 100%
da concentracdo do teste individualmente preparadas. A precisdo foi demonstrada pela
dispersao dos resultados, calculando-se o desvio padrdo relativo (DPR) da série de medigdes
(BRASIL, 2017).

O ensaio para determinacao da robustez foi realizado por meio do preparo das amostras,
considerando-se a estabilidade da solucdo extrativa no tempo 0 (leitura imediata) apds 48 e 72
horas. As amostras do extrato fluido foram conservadas sob refrigeragao.

Os calculos das médias aritméticas, desvio padrdo, coeficiente de variacdo (CV%) e
andlise estatistica por meio do teste Tukey a 5% de probalilidade, foram realizados com auxilio
do suplemento do Excel Action Stat 3.6 (2019). Os graficos foram gerados no software Origin

Pro 8.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

A emergéncia das plantulas de 4. colubrina (Vell.) Brenan que corresponde ao
municipio de Sumé - PB, iniciou no quinto dia apds a semeadura, com pico registrado no sétimo
dia (30%), onde a partir da qual, iniciou um processo decrescente até a estabilizacdo no décimo
sétimo dia. Das 100 sementes semeadas, 70 emergiram, o que correspondeu a 70% de plantulas
emersas. Considerando a emergéncia das plantulas que corresponde ao municipio de Serra
Branca - PB, iniciou-se a partir do quarto dia apds a semeadura, com pico registrado no sexto
dia (25%), onde a partir da qual, iniciou um processo decrescente até estabiliza¢ao no nono dia.
Das 100 sementes semeadas, 58 emergiram, o que correspondeu a 58% de plantulas emersas
(Grafico 1). A sementes provenientes das duas localidades, foram coletadas de matrizes adultas

na mesma época, de areas semelhantes.

Grafico 1 - Emergéncia de 4. colubrina ao longo de 30 dias apos a semeadura.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

O inicio da emergéncia ndo diferiu muito do apontado por Oliveira ef al. (2012), onde
estes autores trabalhando com 4. Colubrina constataram que a emergéncia das plantulas
iniciaram no segundo dia ap6s a semeadura e observou-se que estabilizou no décimo quinto
dia, havendo semelhanca no pardmetro de estabilizacdo para as matrizes provenientes do
municipio de Sumé, da referente pesquisa. Segundo Martins et al. (2000), a emergéncia rapida,
uniforme e continuada, ¢ importante, pois quanto mais tempo demorar para a plantula emergir,

mais suscetivel estara as condi¢cOes adversas do meio.
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Para o indice de velocidade de emergéncia, do municipio de Sumé, obteve-se um IVE
total de 11,19 com pico registrado no sétimo dia apds a semeadura, e as matrizes provenientes
de Serra Branca atingiu IVE de 10,03 sendo o pico registrado no sexto dia apds a semeadura

(Gréfico 2).

Grifico 2 - Indice de Velocidade de Emergéncia (IVE) de A. colubrina ao longo de 30 dias
apos a semeadura.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Os dados de IVE, obtidos por Berloffa et al. (2016) de A. peregrina submetidas a
diferentes tratamentos, apresentaram IVE de 11,79 para as sementes imersas em agua quente ¢
sementes tratadas com hipoclorito de sodio (1 e 2%) 8,98 e 9,77 respectivamente, e a
testemunha com 9,82. Mostrando que os dados da presente pesquisa, foram superiores, pois nao
foram realizado tratamanto nas sementes.

De acordo com Souza ef al. (2014), a maior velocidade de germinagdo de plantulas ¢ o
resultado darelagao do potencial fisiologico das sementes em estados benéficos proporcionados
pelo substrato, como a aeracao adequada, de modo a favorecer a absorc¢ao pelas sementes e a
emissdo do hipocdtilo. E segundo Alves et al. (2014) as menores profundidades favorecem a
maior velocidade de emergéncia, pois oferecem menor barreira fisica, proporcionando o
desenvolvimento das plantulas. Enquanto que nas maiores profundidades, durante o processo
germinativo pode ocorrer maior consumo de energia, resultando assim em uma emergéncia
mais lenta (ALVES et al., 2013).

Analisando os dados médios de altura da A. colubrina durante cincos meses de avaliacao

apos a semeadura, foi verificada que os individuos com 30, 60 e 120 dias de avaliagdo dos dois
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municipios obtiveram médias proximas. Entretanto para as matrizes de Sumé durante os cinco
meses de avaliagdo foram registrados valores médios de 7,19 ¢cm; 17,77 cm; 42,31 cm; 39,51
cm; 62,83 cm, sendo que houve um decréscimo na avaliagdao dos 120 dias, porém na avalia¢ao
de 150 dias apds a semeadura, teve um aumento significativo. Ressalta-se que a diminuicao
observada ocorreu devido a coleta de alguns individuos da parte aérea com 90 dias apos a
semeadura. Particularmente para as matrizes oriundas de Serra Branca referente aos mesmos
dias de avaliacdo, foram registrados valores médios de 5,10 cm; 16,39 cm; 35,05 cm; 38,93 cm;
46,92cm, observando que houve um aumento gradativo a partir dos 60 dias, ndo havendo
decréscimo, apesar da coleta aos 90 dias da parte aérea. Assim, a partir da equagao da regressao
linear, nota-se que o coeficiente de determinagdo para as matrizes proveniente do municipio de
Sumé foi de R* = 0,9237 e para Serra Branca encontrou-se um coeficiente de correlagdo e

determinag¢ip de R? =0,9513, ambos apontando uma boa correlagio linear (Grafico 3).

Grafico 3 - Desenvolvimento ao longo do tempo da altura de espécimes de 4. Colubrina
provenientes de matrizes de Sumé e Serra Branca aos 30, 60, 90, 120, 150 dias de avaliacao,
no Viveiro do Laboratorio de Ecologia e Botanica, pertencente ao Centro de
Desenvolvimento Sustentavel Semiarido, no Municipio de Sumé, Cariri Ocidental paraibano.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

De acordo com os dados apontados por Ferreira et al. (2012), em uma pesquisa com 4.
colubrina localizada em area de caatinga, em Quixada-CE, aos seis meses de idade sua maior
média foi de 50 cm, onde o experimento foi conduzido em casa de vegetacdo a 70% de
sombreamento ¢ o substrato utilizado foi mistura de solo ¢ humus, havendo semelhanca na
maior média das matrizes oriundas de Serra Branca que corresponderam a 46,92 cm, e diferiram

da maior média do municipio de Sumé que obteve um crescimento de 62,83 cm, assim
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apresentando crescimento superior ao apontado pelos autores. No entanto, para Gondin et al.
(2015), o substrato utilizado ¢ de grande importancia para formac¢ao das mudas podendo
favorecer de forma positiva ou negativa, no momento da germinagdo até crescimento das
plantulas.

Para os dados médios do didmetro de A. colubrina durante os cinco meses de avaliagdo apds
a semeadura, observou-se que para esse parametro, Sumé e Serra Branca apresentaram semelhangas
nos seu desenvolviemento ao longo do tempo, sendo que para as matrizes provenientes de Sumé
foram registrados valores médios de 0,88; 1,65; 2,69; 3,56 e 4,44 (mm) e as matrizes de Serra
Branca apresentaram valores médios de 0,86; 1,78; 2,70; 3,33 e 4,04 (mm) respectivamente. No
entanto para as matrizes provenientes de Sume aos 120 e 150 dias apds a semeadura, registraram
as maiores médias em relagdo a Serra Branca, sendo que ambos municipios apresentaram uma boa

correlacdo linear, com coeficiente de determinagio acima de R* = 0,99 (Grafico 4).

Grafico 4 - Desenvolvimento ao longo do tempo do diametro de espécimes de A. colubrina
provenientes de matrizes de Sumé e Serra Branca aos 30, 60, 90, 120, 150 dias de avaliagao,
no Viveiro do Laboratorio de Ecologia e Botanica, pertencente ao Centro de
Desenvolvimento Sustentavel do Semidrido, no Municipio de Sumé, Cariri Ocidental

paraibano.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Os dados apontados, diferem dos encontrados por Ferreira et al. (2012), pois a maior
média de didmetro da 4. colubrina foi 3,3 mm com seis meses de idade em sombreamento a
70% sem diferengas estatisticas dos tratamentos de 50% e pleno sol, mostrando que os

resultados das maiores médias da referente pesquisa, em ambos municipios foram superiores
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registrando médias de 4,44 ¢ 4,04 mm respectivamente.

No entanto, segundo Ritchie e Landis (2008), o didmetro ¢ um dos principais
parametros morfolégicos, sendo o principal indicador de sobrevivéncia apds o plantio e ¢
considerado um dos fatores que melhor representam a qualidade de mudas florestais. Nesse
sentido, Binotto et al. (2010), ressaltam a importancia do didmetro, pois 0os mesmos afirmam
que a altura da muda s6 pode ser considerada como indicador de qualidade quando analisada
em associa¢gdo com o diametro.

Na Tabela 1 sdo expressos os dados referentes a altura, didmetro, massa fresca e massa
seca de A. Colubrina, com 90 dias apos a emergéncia considerando 15 individuos, provenientes
de cada municipio. Especialmente em relagdo ao parametro altura esse foi o unico dado que
diferiu estatisticamente em relacdo aos dois ambientes estudados, e observou-se que, para os

demais parametros analisados ndo houve diferenga estatistica entre Sumé e Serra Branca.

Tabela 1 - Médias de Desenvolvimento de espécimes de A. colubrina provenientes de
matrizes de diferentes ambientes com 90 dias apos a emergéncia.

Altura (cm) Diametro (mm) Massa fresca (g) Massa seca (g)
Sumé 73,6 a£7,0 3,78 a+0,7 15,2500 a £3,6 6,7338 a+ 1,75
Serra Branca 65,96 b £7,0 3,76 a +0,4 14,7512 a £3,9 6,4559 a+ 1,79

Meédias na coluna seguida pela mesma letra ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de
probabilidade.

Fonte: Dados da Pesquisa

Nesse sentido, ndo houve muita diferenca significativa entre os locais proveniente da
coleta das sementes, isso pode estar relacionado aos fatores ambientais, pois ambos os
municipios estdo situados na mesma regido, Cariri Ocidental paraibano. No entanto € possivel
notar que o substrato e sombreamento a 50%, mostrou-se eficiéncia quanto ao desenvolvimento
em altura, didmetro e biomassa aérea, pois os parametros de producdo vegetal tiveram um bom
desempenho durante os noventa dias de avaliagao.

Entretanto, apesar dos padrdes de qualidade variar de acordo com a espécie, a altura
da parte aérea combinada com o didmetro do coleto constitui um dos mais importantes
parametros morfolégicos para estimar o crescimento das mudas ap6s o plantio definitivo no
campo (CARNEIRO, 1995). Segundo Reis et al. (1991), plantas com maior didmetro
apresentam melhores condigdes de sobrevivéncia por apresentarem maior capacidade de

formacao e crescimento de raizes novas.
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Relacionado aos dados de massa fresca, os resultados obtidos foram divergentes dos
apontados por Rossa et al. (2015), pois para massa fresca da parte aérea da Anadenanthera
peregrina (L.) Speg., sua maior média foi de 6,56 g, decorridos 189 dias apds semeadura, onde
o experimento foi conduzido em viveiro utilizando uma mistura de matéria-prima com
composto organico, vermiculita e Plantmax® para compor o substrato base no qual foi
submetido a seis tipos de tratamentos e tendo 40 plantas como unidade experimental. No
entanto na mesma pesquisa os autores, alcancaram a maior média de massa seca da parte aérea,
de 3,58 g. E notério que no experimento dos autores citados, suas maiores médias de massa
fresca e seca para a espécie de A. peregrina, foram inferior as médias de massa fresca e seca da
A. Colubrina. O que pode esta relacionado também, a qualidade da sementes durante a sua
maturagao.

Cavalcanti et al. (2002), obtiveram os maiores valores de peso de matéria fresca e seca
empregando substrato composto por solo e esterco bovino. Segundo os autores, 0 maior peso
da massa fresca e seca nesse substrato, pode estar relacionado com a maior presenga de
nutrientes na composi¢ao do substrato.

A seletividade do método analitico foi demonstrada por meio da sua capacidade de
quantificacdo do teor de taninos e flavonoides, inequivocamente, na presenga de componentes
presentes nas amostras, garantindo que para taninos o pico resposta da catequina e do extrato
de A. colubrina ocorre no comprimento de onda de 500 nm e para flavonoides o pico de resposta
tanto da rutina como do extrato da droga vegetal ocorre em 405 nm (Grafico 5).

De acordo com Cardoso et al. (2010), a seletividade de um método analitico avalia ndo
sO a presenga do composto ativo em estudo, bem como, de todos os compostos relacionados
que poderdo estd normalmente presentes e que podem interferir com a sua determinagdo numa

amostra complexa.
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Grifico 5 - Espectros de UV-Vis da solug¢do padrido (Catequina) de taninos condensados, e da
solucdo padrao (Rutina) de flavonoides e dos extratos de 4. colubrina.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Observou-se, que os resultados da seletividade apresentada, garante que o pico de
resposta seja exclusivamente do principio ativo, ou seja, do composto de interesse, ndo havendo
interferentes na amostra. Pois a quantificacao de flavonoides no comprimento de onda na faixa
de 400nm ¢ considerado um método de alta seletividade, permitindo quantificar os flavonoides
no extrato mesmo na presenga de impurezas (SOBRINHO, 2010). Assim como os taninos, que
apresentam o comprimento de onda dentro da faixa de 500 nm, estando dentro do comprimento
de onda da solu¢ao padrao, garantindo a seletividade do método.

Nesse sentido, segundo Borba ef al. (2013), para a garantia do controle de qualidade de
varios produtos farmacéuticos, englobando fitoterapicos, a técnica espectrofotométrica na
regido do ultravioleta (UV) ¢ bastante aplicada devido a rapidez, baixo custo operacional e
elevada confiabilidade de resultados. Para lammarino ef al. (2017), a seletividade é o parametro
responsavel no sentido de certeza, da identificagdo pelo método, para a variavel de resposta
trabalhada, distinguindo o analito na presencga de outros componentes, obtendo assim a relacao
de impurezas e interferentes que possam gerar identificacdes falsas no método estudado. Esse
parametro deve ser continuamente verificado no decorrer dos testes para os demais parametros
(GOES JUNIOR et al., 2019).

As curvas de calibracdo usadas foram desenvolvidas por Gomes et al. (NO PRELO).
No método desenvolvido pelos autores a catequina apresentou faixa de linearidade de 10 a 80
ug.mL " a qual gerou equacdo de regressdo linear da curva média foiy = 0,0142x + 0,0178 (r2
= 0.999). A rutina apresentou faixa de linearidade 15 a 35 ug.mL™" a qual gerou equagdo de



35

regressao linear da curva média foi y = 0,0299x - 0,1254 (r2 = 0.9988).

A linearidade da droga vegetal foi verificada por meio da elaboracio da curva analitica

dos extratos fluidos da concentracdo de tanino ¢ dos extratos fluidos da concentracdo de

flavonoides de A. colubrina nas suas devidas faixas de concentragdes. A equacao da regressao

linear média obtida a partir das curvas de calibracdo, foi y=0,0115x + 0,1875 e y = 0,0241x +

0,0201 em que y ¢ a absorbancia (nm) e x a concentragdo (pug/mL) em equivalentes aos extratos

fluidos da concentracdo de taninos e flavonoides respectivamente. O coeficiente de

determinagio apresentado foi de R? = 0,9986, para os extratos fluidos da concentragio de

taninos e para flavonoides a andlise de regressdao linear demonstrou que o coeficientes de

determinagio foi de R? = 0,9995 (Grafico 6).

Grafico 6 - Linearidade dos extratos fluidos das concentragdes de taninos e de flavonoides
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Os valores da linearidade obtidos na pesquisa, comprovam que mais de 99% da
variabilidade experimental pode ser explicada pelos modelos lineares e que ha adequacao do
método no que concerne a relagdo entre as concentracdes do analito e as respostas
espectrofotométricas.

De acordo com a Resolugdo 166 da ANVISA (2017), o valor do coeficiente de
determinagio (R?) deve ser acima de 0,99 significando que existe pouca dispersdo entre os
valores obtidos € uma menor incerteza. Desse modo os dados apontados estdo de acordo com a
resolucdo, conferindo uma boa linearidade para o método, considerando que o coeficiente seja
aceitavel. De acordo com Brito ef al. (2003), a linearidade refere-se a capacidade do método de
gerar resultados linearmente proporcionais a concentragdo do analito, na faixa analitica
especificada, onde esse parametro pode ser demonstrado pelo coeficiente de correlagdo da curva
analitica.

Os valores encontrados para o limite de detec¢ao (LD) e limite de quantificagdao (LQ)
para taninos em A. colubrina foram 9,067 pg/mL e 27,476 pg/mL, respectivamente, ja o LD e
LQ para flavonoides foi determinado em 3,79 pg/mL e 11,49 pg/mL respectivamente (Tabela
2).

Tabela 2 - Limite de deteccao e quantificagdo (ug/mL) para a concentragdo de taninos e
flavonoides em A. colubrina.

Limite de
Solucgdo Desvio Padrao dos Coeficiente Limite de Quantificagd
Residuos Angular Deteccdo 0
A. colubrina (Taninos) 0,0314 0,0115 9,067 27,476
A.colubrina
(Flavonoides) 0,0277 0,0241 3,79 11,49

Fonte: Dados da Pesquisa.

De acordo com Santos et al. (2014), o parametro do limite de detec¢do indica o menor
valor de uma variavel (concentragdo) que pode ser detectado, no entanto ndo necessariamente
quantificado para os limites de exatiddo e precisdo exigidos pelo método. Considerando o
parametro do limite de quantificacdo este indica a menor quantificagdo possivel para uma
variadvel dentro de um determinado método avaliado (CASSINI et al., 2013).

Com os resultados apresentados, verificou-se que os procedimentos proporcionam

respostas espectrofotométricas com sensibilidade para detecgdo e quantificacdo dos taninos e
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flavonoides nos extratos de A. colubrina com a confiabilidade desejada e assim mostrando
também que os flavonoides apresentaram uma maior sensibilidade ao método. Mostrando assim
que o método analitico possui alta sensibilidade, pois quanto menor for o limite de deteccao
mais sensivel o método.

Os resultados referentes a concentragdo obtida na avaliacdo de precisdo intermedidria
do método, nas amostras de extrato fluidos, estdo descritos na Tabela 3. No qual os resultados
demonstram que relacionado a repetibilidade, o método corrobora com os parametros exigidos
pela legislacdo vigente, apresentando desvio padrao relativo (DPR) inferior a 5%, e

apresentando pouca variagdo entre os dias analisados.

Tabela 3 - Precisao intermedidria da concentragao de taninos e flavonoides em A. colubrina.

Fator Médias DP (%) Grupos P.valor
A.colubrina (Taninos) Dia 1 52,66 2,04 a 0,08
Dia 2 53,58 0,76 a
A.colubrina
(Flavonoides) Dia 1 27,07 2,95 a
Dia 2 26,28 3,12 a 0,12

Médias seguidas pela mesma letra na coluna referente a mesma espécie ndo diferem entre si
estatisticamente pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.

Fonte: Dados da Pesquisa.

Os resultados da precisao intermediaria, além de apresentar desvio padrdo relativo
inferior a 5%, a andlise estatistica demonstrou que ndo hd diferenga estatisticamente
significativa entre as amostras analisadas em dias distintos, estando apto para reprodutibiladade
do método.

Segundo Rubim et al. (2012), a precisdo do método analitico determina o grau de
concordancia entre resultados de medidas independentes em torno de um valor central, efetuada
varias vezes em uma amostra homogénea. A precisdo ¢ considerada uma das analises mais
representativas visto que revela o efeito das variagdes relacionadas aos dias analisados,
implicando na garantia da reprodutibilidade do método.

A avaliagao da robustez sobre a estabilidade das amostras do extrato fluido foi analisada
no tempo 0 (leitura imediata), 48 e 72 horas e os resultados obtidos demonstraram que ndo
houve alteracdo na estabilidade das amostras nesses respectivos periodos, quando conservadas

sob refrigeracdo, pois os valores das concentragdes de A. colubrina nido sofreram variacao
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significativa durante o periodo de armazenamento das amostras (Tabela 4). Assim, tem-se que
a finalidade de avaliar a robustez de um método analitico, tende a identificar a capacidade em

que o método tem em resistir a pequenas variagdes dos parametros analiticos.

Tabela 4 - Ensaios da robustez de taninos e flavonoides nas solugdes fluidas de A. colubrina.

Fatores
Matriz Estabilidade (horas)
;7 Des Pad P.valor
Meédia (%) Grupos
- 0 52,66 2,04 a
A(Tcﬁrffﬁfg ¢ os 53,58 0,76 a 0,17
72 52,77 1,83 a
, 0 27,07 2,95 a
é&?ﬁﬁ’é?é’é‘; 48 26,28 3,12 a 0,18
N 2 2654 173 .

Meédias seguidas pela mesma letra na coluna referente a cada solucdo avaliada ndo diferem entre si
estatisticamente a 5% de probabilidade.

Fonte: Dados da Pesquisa.

De acordo ITammarino et al. (2017), uma boa robustez indica que o método se mantém
confidvel e exato frente as oscilagdes. Nos testes de validacao a robustez ¢ avaliada por meio
de uma pequena variagdo de parametros conhecidos, sendo entdo verificada a sua influéncia na
resposta. Entretanto, a robustez corresponde a capacidade de um método de resistir a pequenas
modificagdes dos parametros analiticos, indicando sua confianga durante o seu uso normal
(BRASIL, 2017).

Os dados de quantificagdo de taninos e flavonoides das matrizes dos municipios de Sumé
e Serra Branca mostraram que os individuos jovens da A. colubrina, apresentaram
concentragdes de taninos entre 28,05 + 3,5 (mg/g) para Sumé e 26,55 = 1,7 (mg/g) para Serra
Branca, ja as concentragdes de flavonoides foram de 24,17 + 2,6(mg/g) para sumé e 23,64 +
3,2 (mg/g) para Serra Branca. Observou-se particularmente que as concentracdes de taninos,
diferiram estaticamente entre os locias estudados, onde Sumé apresentou uma maior
concentracao de taninos. Para as concentragdes de flavonoides ndo houve diferenca estatistica

pelo teste de tukey a 5% para Sumé e Serra Branca (Gréfico 7).
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Grifico 7 - Concentracao de taninos e flavonoides (mg/g) em individuos jovens de 4.
colubrina em diferentes municipios no Cariri paraibano.
Letra iguais ndo diferem pelo teste de Tukey a 5% de probabilidade.
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Fonte: Dados da Pesquisa.

Assim, nota-se que as concetragoes de metabolitos secundarios foram siginificativas, de
acordo com a metodologia utilizada, ¢ levando em consideracdao que os individuos da A.
Colubrina eram jovens.

Registra-se que ndo ¢ encontrado estudos que foram realizados no sentido de prospectar
essa espécie vegetal, para pesquisas voltadas a extragdo e quantificagao de taninos e flavonoides
em individuos jovens de A. Colubrina e assim os estudos estao voltados apenas para individuos
adultos.

De acordo com Pinheiro et al. (2016) o aumento em biomassa da planta pode estar
correlacionado ao aumento proporcional da producdo dos metabolitos secundarios, ou seja,
quanto mais adulta a planta, maior a concentracdo de metabolitos secundarios. Para Gobbo-
Neto e Lopes (2007), a idade e o desenvolvimento da planta, assim como dos diferentes 6rgaos
vegetais, também sdo de relevante importancia e podem influenciar a quantidade total de
metabolitos secundarios. Assim, considerando a concentrac¢ao de taninos condensados, segundo
Acuiia et al. (2008), ¢ controlada primeiramente por fatores genéticos e depois por variaveis
ambientais. Estes autores também ressaltam que a concentracdo destes metabdlitos esta

associada a concentracdo de lignina do tecido e tende a aumentar com a maturidade da planta.
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Nesse sentido, Gebrehiwot er al. (2002) também colocam que a concentracdo de taninos
condensados se altera consideravelmente dependendo da espécie, estagio de desenvolvimento

e fertilidade do solo.
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5 CONCLUSAO

Considerando a producao vegetal de Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan observou-
se que as sementes do municipio de Sumé tiveram um melhor desempenho, registrando
emergéncia de 70% e IVE de 11,19 enquanto as do municipio de Serra Branca obtiveram
emergéncia de 58% e IVE de 10,03. Os resultados obtidos para os parametros relacionados a
altura, didmetro, massa fresca e seca sdo indicativos de um bom desenvolvimento. Para
sementes provenientes de Sumé e Serra Branca verificou-se ainda que ndo houve diferenca
estatistica entre as médias de diametro, massa fresca e seca. Nesse sentido, ressalta-se que
apenas o parametro altura apresentou diferenca estatistica, se destacando com maiores
crescimentos os individuos de Sumé.

Relacionado a quantificacdo de metabolitos secundarios esse pardmetro exerce um papel
importante no controle de qualidade da matéria-prima vegetal. Nesse sentido, o método
proposto apresentou boa seletividade. Confirmou-se que o método € linear e possui alta
sensibilidade de quantificagcdo. Além disso, € um método robusto para os fatores exigidos pela
legislagdo vigente, sendo que os resultados de precisdo obtidos atestam confiabilidade
necessaria para o uso desta metodologia.

Registrou-se na quantificagao de taninos e flavonoides dos individuos jovens de A.
Colubrina que as aconcetracdes foram siginificativas. Além disso, observou-se que houve
difrenca entre Sumé e Serra Branca apenas para a concentragao de taninos.

Portanto os estudos fitoquimicos voltados para analises quantitativas com relagao a
concentracdo de metabdlitos secundarios nas plantas sao de grande importancia, pois essas
substancias além de serem utilizadas na fabricagdo de produtos fitoterapicos, proporcionam

protecao a planta.
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