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RESUMO

Os taninos tem sua aplicagdo na producgdo de resina, na estabilizacdo da cerveja, no curtimento de
pele animal para a transformacao em couro, além de ter diversas atividades farmacoldgicas e biologicas. O
papel bioldgico dos taninos nas plantas tem sido investigado e acredita-se que esteja envolvido na defesa
guimica das plantas contra o ataque de herbivoros vertebrados ou invertebrados e contra microrganismos
patogénicos (TAKECHI et al., 1985). Em territério brasileiro, ha uma gama de plantas taniferas, podendo ser
destacado o angico-vermelho (Anadenanthera peregrina). Essa arvore apresenta significativa regeneracao
natural, ocorrendo em solos secos, Umidos, rasos, compactados, mal drenados e até encharcados. Tal
arvore apresenta crescimento rapido, podendo atingir produtividades de até 25,55 m3.hat.ano™
(CARVALHO, 2003). Para estimular o sistema de defesa das plantas de modo que produzam maior
guantidade de tanino, propde-se o uso de homeopatia silicea. A proposta dessa técnica é utilizar, em
concentracdes muito pequenas, substancias contendo silicio que estimulam o controle biolégico natural do
angico-vermelho, ocasionando um aumento na producdo do tanino pela arvore, sem contaminar o solo.
Inicialmente, foi extraido e quantificado fendis totais, taninos totais e taninos hidrolisaveis presentes na
casca do angico-vermelho. Foram coletadas amostras de arvores ja crescidas na regido de Sao Joao
Evangelista e a extracdo foi realizada com diferentes solventes (agua, acetona, metanol e etanol) pelo
método de decocgdo. Observou-se que o melhor solvente para a extragao do tanino, dentre os testados, foi
o metanol com 4,80 mg de fendis totais/g, 1,78mg de taninos totais/g e 0,1033mg de taninos hidrolisaveis/g
de amostra. Paralelamente a esse estudo, estdo sendo tratadas amostras de angico-vermelho no municipio
de Séo Jodo Evangelista com doses homeopéticas a base de silicio. Em estudos futuros, o tanino dessas
amostras seré extraido com metanol e sera quantificado fendis totais, taninos totais e taninos hidrolisaveis
para observar o efeito da homeopatia na producéo de tanino do angico-vermelho.

INTRODUCAO:

Os taninos sdo compostos fenodlicos presentes na maioria das plantas. Sua concentragdo varia de
acordo com os tecidos vegetais, a idade e tamanho da planta, da parte coletada, da época ou, ainda, do
local de coleta (MONTEIRO et al., 2005).

Os taninos séo classificados em dois grupos principais, cujas estruturas sdo muito diferentes entre
si, embora todos tenham molécula polifendis: hidrolisaveis e condensados (proantocianidinas). A principal
caracteristica desses compostos consiste na sua capacidade de complexarem e precipitarem proteinas, o
gue possibilita transformar a pele animal em couro curtido. (HERGERT, 1989; PAES et al., 2010; PIZZI,
1993; SARTORI, 2012).

Os taninos hidrolisaveis consistem de poliésteres, que sdo caracterizados por um nucleo (glucose)
esterificado com &cidos galicos e acidos elagicos, formados a partir do chiquimato. Este grupo de taninos
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pode ser detectado em elevadas concentracfes principalmente em madeiras, cascas de arvores, folhas e
galhos. O outro tipo de tanino envolve os condensados. Possuem importancia marcante em alimentos, pois
sua presenca em baixas concentragfes proporciona caracteristicas sensoriais desejaveis, ditas como "o
corpo da fruta". No entanto, concentra¢des elevadas conferem aos frutos e outros alimentos caracteristicas
adstringentes. Protegem as plantas contra microrganismos patogénicos (P1ZZl, 1993; ZUCKER, 1983).

No Brasil existem diversas espécies produtoras de tanino e, entre elas, destaca-se 0 angico-
vermelho. Essa arvore pertence a familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae e ao género Anadenanthera,
gue apresenta sete espécies: A. cobi, A. rigida, A. gonoantha, A. colubrina, A. macrocarpa, A. peregrina e A.
falcata. Sendo que, na regidao nordeste, o angico-vermelho é tradicionalmente utilizado como Gnica fonte de
taninos, apesar da diversidade de espécies arbéreas e arbustivas de ocorréncia na regido (PAES et al.,
2010; RIZZINI, 1971).

Os taninos sdo metabdlitos secundarios das plantas de grande interesse econémico e ecologico.
Em situa¢Bes de estresse, o vegetal pode aumentar a producéo de substancias de defesa, como os taninos,
em resposta a mudanca de ambiente (MELLO et al., 2001; DICKE e HILKER, 2003). Porém, existem
poucos estudos nesse sentido.

Para estimular o sistema de defesa das plantas de modo que produzam maior quantidade de tanino,
propbe-se o uso de homeopatia silicea. A proposta dessa técnica € utilizar, em concentragbes muito
pequenas, substancias contendo silicio que estimulam o controle biolégico natural do Angico-Vermelho,
ocasionando um aumento na produ¢éo do tanino pela arvore, sem contaminar o solo. O uso da técnica de
homeopatia na agricultura pode ser o caminho para se promover o equilibrio e atender as exigéncias de
uma boa producao de matéria-prima, porém com qualidade ambiental (CADERNO, 2009).

Considerando o exposto, o Angico-Vermelho € uma fonte alternativa muito vidvel para exploracéo e
manejo em qualquer regido brasileira e dispor de suas cascas para a extragao de taninos é uma alternativa
economicamente factivel. Apds a extracdo de taninos, a casca pode ainda ser aproveitada para geragéo de
energia para a propria empresa, bem como ser empregada como compostagem ou outras formas de
aproveitamento (SARTORI, 2012).

O acervo de publicagdes relacionadas a utilizagcao de tecnologias homeopéticas como mecanismos
biologicos de crescimento e desenvolvimento vegetal, controle de pragas e doengas e demais aplicacdes,
séo ainda incipientes no meio cientifico. Ha, portanto, a necessidade de trabalhos e pesquisas que possam
contribuir para a sociedade cientifica nesse sentido.

Os compostos fendlicos das plantas, incluindo os taninos, séo extraidos, utilizando-se extragdo por
solventes, em folhas, sementes, cascas e frutos verdes. Os solventes mais comumente utilizados s&o o
metanol, o etanol e a acetona. Para quantificar essas substancias, destacam-se os métodos colorimétricos,
qgue utilizam os reagentes de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu. O calculo do teor de taninos, nesse caso, é
realizado indiretamente, substraindo-se o teor de fendis totais e o teor da fracdo n&do-tanante, ou seja, o teor
de fendis simples, que ndo séo precipitados previamente com material proteico ou polimérico. Esse método
baseia-se na possibilidade da formacao de complexos entre os taninos e proteinas, sendo que os fendis
simples permanecem em solucdo, possibilitando a andlise espectrofotométrica (MONTEIRO et al., 2005;
NOZELLA, 2001; SARTORI, 2012).

Esse trabalho teve como objetivo de extrair e quantificar o tanino do angico-vermelho com diferentes
solventes. O melhor extrator sera utilizado em amostras tratadas com diluicdes homeopéticas a base de
silicio. Essa analise antecipada permite uma otimizacao e reducdo na quantidade de amostra.

METODOLOGIA:

Materiais e reagentes:

. Cascas de Angico-Vermelho . Béqueres de diferentes volumes
. Moinho de facas . Tubos de ensaio
. UV-vis (mono feixe) Femto, Cirrus 80 . Bales volumétricos de diferentes
. Balanga analitica — Marte Cientifica — volumes
ATY224 . Papel de filtro
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. Micropipetas de diferentes volumes . Carbonato de s6dio — CRQ
. Vidros de relégio . Reagente de de Folin-Ciocalteau -
. Espatulas Exodo Cientifica
. Frascos Falcon® de diferentes . Polivinilpolipirrolidona (PVPP) - Synth
volumes . Centrifuga Megafuge 8 - Datamed
. Agua destilada . Placa de agitacdo/aquecimento —
. Alcool etilico P.A.- A.C.S SOVEREIGN
. Acido tanico P.A. — Cromoline

Procedimento:

. Coleta e preparo do material de estudo

As cascas do angico-vermelho (Anadenanthera Peregrina) foram cedidas pelo IFMG Campus Sdo Jodo
Evangelista. As cascas foram secas ao sol durante 3 dias consecutivos e moidas em moinho de facas.

. Extracdo das fragBes sollveis pelo método de decoccgéo

A extragdo dos taninos na casca foi realizada por decoc¢édo. No método de decoccéo, foram pesados 10
g de matéria seca e moida e adicionados 100 mL de diferentes solventes (dgua destilada, etanol, acetona e
metanol) em um béquer de 250 mL. O sistema permaneceu sob agitagdo constante por um periodo de
guatro horas, com auxilio de agitador magnético. Apds este periodo, o extrato foi filtrado e o sobrenadante
foi recolhido e conservado em geladeira, apds se completar o volume para 100 mL.

. Quantificacao dos fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau

As analises de fendis totais por Folin-Ciocalteu foram realizadas no laboratério de pesquisa do Instituto
Federal de Minas Gerais — campus Betim em espectrometro na regido do UV-vis (mono feixe) Femto, Cirrus
80. Utilizou-se metodologia de Waterhouse (2002), com algumas modifica¢des.

Para o preparo da curva padrdo foi utilizada uma solu¢cdo de &cido tanico 200mg/50mL (4mg/mL)
(solucdo mée 1), para cada solvente (acetona, metanol, etanol e agua destilada). Retirou-se dessa solugéo
5 mL e completou-se o volume para 50mL do solvente (solugdo intermediaria). Retirou-se aliquotas de 0,1;
0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6; 0,7; 0,8; 0,9; 1,0 e 1,1 mL da solugdo intermediaria, sendo o volume completado para
2mL (solucdo mée 2). Dessas solucdes, foram retirados 0,5 mL acrescidos de 2,5 da solucdo de Folin-
Ciocalteau 50% (v/v) e 2,0 da solugéo de carbonato de sodio a 4% (m/v). Essas misturas ficaram protegidas
da luz e, ap6s 30 minutos, foi medida a absorbancia em 760 nm.

Para quantificacdo de fendis na amostra, foi retirado 0,1mL do extrato obtido a partir da extracdo das
cascas do angico-vermelho quando o extrator era etanol e 4gua. Quando o solvente era metanol e acetona
retirou-se 0,05mL do extrato obtido. Posteriormente, completou-se ambas amostras para o volume de
0,5mL com a utilizacdo dos respectivos solventes. Em seguida, foi adicionado 2,5mL da solugéo de Folin-
Ciocalteau 50% (v/v) e 2,0mL da solucdo de carbonato de sddio a 4% (m/v). Apés 30 minutos, protegida da
luz, foi feita a leitura da absorbancia em 760 nm. O teor de fendis totais foi calculado em equivalente de
acido tanico pela curva de calibracé@o e expressa com base na matéria seca.

. Quantificacdo dos taninos totais utilizando polivinilpolipirrolidona (PVPP)

A determinacao dos taninos baseia-se no fato que PVPP se liga a eles, sendo entéo precipitados.

Para o preparo das curvas de calibracdo utilizou-se uma solucao de &cido tanico 0,4mg/mL. Retirou-se
diferentes volumes desta solucdo: 0, 40, 80, 120, 160, 200 uL e completou-se o volume para 1mL com o
reagente Folin-Ciocalteau. Posteriormente, adicionou-se 2,5mL de carbonato de sddio (4%m/v) e os tubos
foram agitados e protegidos durante 30 minutos da luz.
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Foram pesados 100 mg de PVPP em frascos Falcon® (um por amostra) e, nesses frascos, foram
adicionados 2,5mL do solvente quando os solventes eram metanol e acetona. Logo apos foram adicionados
1mL da solucéo obtida através da extracao das fragdes sollveis. Utilizando a agua destilada como solvente,
adicionou-se 1,5mL de agua ao Falcon® com PVPP e 0,5mL da solugdo extratora. Todavia para o etanol
necessitou-se uma diluicdo da solucdo extratora, para tal, adicionou-se 0,5mL de extrato e completou-se o
volume para 10mL em um baldo volumétrico apropriado, posteriormente acrescentou-se 2,5mL de etanol ao
Falcon® com PVPP e 0,5mL do extrato previamente diluido.

ApGs agitacdo, os tubos foram colocados na geladeira por 15 minutos e agitados novamente. Em
seguida, os tubos foram centrifugados a 3800 rotacBes por minuto, durante um periodo de 4 minutos e o
sobrenadante resultante foi coletado. O sobrenadante deve conter apenas fendis simples, uma vez que os
taninos foram precipitados. Amostras de 200 pL do sobrenadante foram pipetados em tubos de ensaio, 0
volume foi completado para 1 mL com os solventes, logo apés, 0,5 mL do reagente Folin-Ciocalteau 50%
(v/v) e 2,5 mL de carbonato de sodio 4% (m/v). Os tubos foram agitados, e ap6s 30 minutos protegidos da
luz, foi feita a leitura em espectrébmetro em 760nm. Determinou-se o teor de taninos totais por diferenca
entre fenais totais e simples. O teor de taninos totais foi calculado em equivalente de acido tanico pela curva
de calibracdo e expresso com base na matéria seca.

. Quantificacao do teor de taninos hidrolisaveis

Para a determinacdo do teor de taninos hidrolisaveis seguiu-se o método descrito abaixo (CAM e
HISIL, 2010).

A partir da diluicdo de soluc@o de 4cido tanico de 5 g/L para cada solvente (4gua, etanol, metanol e
acetona), foram preparadas as solu¢des padrao de diferentes concentra¢gées (300, 500, 800, 1100, 1400 e
1700 mg/L) para obtencdo da curva de calibracdo. Além das solu¢gbes padrdo preparou-se também a
solucado auxiliar de iodato de potéssio (2,5% m/v) utilizando 4gua destilada como solvente.

Para a construcdo da curva padrdo, em tubos de ensaio, foram adicionados 1mL de cada padrdo e

5mL de solucdo de iodato de potassio (2,5% m/v). Apds agitacdo, aguardou-se o tempo de 4 minutos e
mediu-se a absorbancia a 550nm. O branco foi obtido com o respectivo solvente.
Para determinar o teor de taninos hidrolisaveis na amostra retirou-se 1mL do extrato quando o solvente era
agua destilada e acetona, e 0,5mL quando o solvente era etanol e metanol, apds os volumes de extragao
serem adicionados nos tubos de ensaio completou-se o volume para 6mL com a solugdo de iodato de
potassio (2,5%), agitou-se e aguardou-se 4mn para a leitura em espectrémetro em 550nm. O branco foi
obtido a partir do solvente utilizado em cada extracao.

RESULTADOS E DISCUSSOES:

A quantificagdo dos fendis totais foi realizada através de curvas de calibragdo de acido tanico. A
extracdo das cascas do angico-vermelho foi testada utilizando quatro solventes: acetona, metanol, agua
destilada e etanol, utilizando um espectrdmetro na regido do UV-vis em 760nm.

A curva de calibragdo do acido tanico utilizando como solvente 0 metanol, est4 apresentada na
figura 1. A equacéo da reta obtida (y= 0,0613 + 0,0187, R? = 0,9966) foi empregada para determinar a
concentracdo em mg/mL de &cido tanico, onde x corresponde a concentracdo de acido tanico e y a
absorbancia da amostra. A absorbancia obtida do extrato foi 0,313 em 760 nm, resultando em uma
concentracdo de 480,13x10° mg/mL. Com base na matéria seca, encontrou-se 4,80 mg de fendis totais/g
de angico-vermelho. A determinacdo da concentracdo dos fendis totais para as solu¢cdes com os demais
solventes foi realizada de forma semelhante e os resultados estéo representados na Tabela 1.
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Figura 1: Curva de calibracéo de fendis totais utilizando metanol como solvente para a extragao.

Na quantificagdo dos taninos totais, utilizou-se polivinilpirrolidona (PVPP), que atua como
complexante na presenca de taninos, precipitando-os. Apdés o contato do polimero com o extrato, o
sobrenadante contém apenas fendis simples, uma vez que os taninos foram precipitados. Portanto, apés a
leitura do UV-vis, em 725nm, a absorbancia encontrada seria referente somente aos fendis simples da
amostra. Por meio de subtracdo simples dos dados de fendis simples e totais obtém-se os taninos totais. A
guantificacdo de taninos totais foi realizada através de curvas de calibracdo do &cido ténico,
semelhantemente & determinagcdo de fendis totais. Na determinacdo dos taninos totais do extrato de
metanol, a equacéo da reta obtida foi y= 0,0613 + 0,0187, R? = 0,9966, onde x corresponde a concentragao
de acido tanico e y a absorbancia da amostra. A absorbancia obtida do extrato foi 0,332 em 725 nm,
resultando em uma concentragéo de 306,34x10° mg/mL. Com base na matéria seca, encontrou-se 3,06 mg
de fenois simples/g de Angico-Vermelho. Realizou-se os mesmos procedimentos para os demais solventes
(etanol, acetona e agua destilada), os resultados das solu¢des de extracdo para taninos totais e fendis totais
estdo expressos na Tabela 1.

Tabela 1: Determinacao de fendis e taninos totais (mg/g) por subtracdo simples.

Solventes Fendis Totais Fendis Simples Taninos Totais
Agua destilada 2,26 + 0,05 6,21 + 0,05 -3,95 + 0,05
Acetona 5,53 £ 0,05 4,74 + 0,05 0,79 + 0,05
Etanol 4,13 + 0,05 5,24 + 0,05 -1,10 £ 0,05
Metanol 4,80 + 0,05 3,06 + 0,05 1,74 £ 0,05

Com base nos dados presentes na tabela 1, observa-se a maior eficiéncia do alcool metilico para a
extracdo de fendis totais e simples e, consequentemente, taninos totais, quando se compara aos demais
solventes. Os demais resultados correspondentes ao extrato com etanol e agua apresentam-se bons ao que
diz respeito aos fendis simples, mas ineficientes para os fendis totais. Ademais, a acetona se mostrou eficaz
nas extracbes de ambos fendis (simples e totais), mas apresenta menos eficiéncia na extracao dos taninos
totais, quando comprados ao metanol.

Na determinacdo dos taninos hidrolisaveis utilizou-se solugbes de diferentes concentracdes
conhecidas de acido tanico em contato ao iodato de potassio (2,5%) para construir a curva de calibragdo. A
curva utilizando como solvente o metanol esta apresentada na figura 2. A equagdo da reta obtida
(y=0,0921x - 0,006, R = 0,9976) foi empregada para determinar a concentragdo em mg/mL de acido tanico,
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onde x corresponde a concentracdo de acido tanico e y a absorbéncia da amostra. A absorbancia foi 0,086
em 550 nm, resultando em uma concentracdo de 0,8611x10° mg/mL. Com base na matéria seca,
encontrou-se 0,1033 mg de taninos hidrolisados/g de angico-vermelho.

0,200
0,180

0,160

0,140 y =0,0921x + 0,006

R? = 0,9976
0,120
0,100
0,080

0,060

Absorbancia (em 725nm)
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Figura 2: Curva de calibracéo de taninos hidrolisaveis, utilizando metanol para extragao.

Para os demais solventes realizou-se 0 mesmo procedimento, os resultados obtidos, bem como os
respectivos volumes de amostra e de iodato de potassio estdo declarados na tabela 2.

Tabela 2: Resultados e volumes utilizados para a quantificagcao dos taninos hidrolisaveis.

Solventes Concentragdo de taninos hidrolisaveis  Taninos hidrolisaveis/g de matéria
(mg/mL) seca (mg/g)
Agua destilada 7,21x10° 0,072
Acetona 6,68x10° 0,067
Metanol 10,33x10° 0,103
Etanol 16,16 x10° 0,162

Observando a massa de taninos hidrolisaveis extraidos/g de casca de Angico-Vermelho, conclui-se
gue os melhores extratores foram o etanol e a metanol, com 0,1615 mg e 0,1033mg de taninos
hidrolisaveis, respectivamente.

CONCLUSOES:

Os melhores extratores de taninos totais na casca do angico-vermelho, considerando os solventes
testados, foram os metanol e acetona com 4,80 mg de fendis totais/g e 5,53 mg de fendis totais/g,
respectivamente. Para a extracdo de taninos hidrolisaveis, os melhores extratores foram etanol e metanol.
Isso pode estar relacionado a polaridade dos solventes utilizados, proveniente da presenca do grupo
funcional hidroxila em sua estrutura molecular. Como o objetivo é avaliar a producdo de tanino a partir de
diluicdes homeopaticas no angico-vermelho, o metanol foi escolhido como melhor extrator.

Em estudos futuros, o tanino dessas amostras sera extraido com metanol e sera quantificado fendis
totais, taninos totais e taninos hidrolisaveis para observar o efeito da homeopatia na producéo de tanino do

angico-vermelho.
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