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RESUMO GERAL

O Angico-vermelho (Anadenanthera peregrina) é uma espécie pioneira,
sendo sua casca um dos principais produtos ndo madeireiros ocorrentes no
Cerrado, do quail se extrai os taninos. Sao poucos os estudos de quantificagao de
fenois e taninos nas cascas em diferentes didmetros, tal estudo é de suma
importancia, pois verifica a viabilidade de utilizacdo de individuos oriundos de
desbaste florestal, promovendo um maior valor agregado as cascas. Os taninos
consistem a segunda fonte de fenois do reino vegetal, ficando atras somente da
lignina, e sdo utilizados no curtimento do couro, na industria alimenticia,
farmacéutica, em purificagdo de aguas residuais e na confec¢ao de adesivos para
madeira. Este trabalho teve como objetivo avaliar a influéncia dos didmetros a
altura do peito (DAP) na produgdo de fendis totais, taninos ¢ no rendimento em
taninos condensados. As cascas foram coletadas a 1,30m do solo, secas ao ar
livre, trituradas em moinho martelo e peneiradas. Foi determinada a umidade das
amostras. Os extratos foram preparados conforme metodologia descrita por
Castro et al. (2009). O teor de fendis totais foi determinado pelas metodologias
de Folin-Ciocalteau (1927) e Folin-Denis (1912) modificados. Os taninos foram
quantificados pela metodologia de Difusdo Radial (HAGERMAN,1987) e o
rendimento em taninos condensados foi determinado conforme metodologia de
Stiasny modificada. Nao foram encontradas diferencas estatisticas significativa a
5% de significancia entre as metodologias de quantificagdo de fenodis. Verificou
um aumento nos teores de fenodis totais e taninos com aumento do diametro a
altura do peito. Nas andlises de Stiasny, o fator diametro a altura do peito nao
influenciou estatisticamente nos teores de taninos condensados, somente nas
variaveis da metodologia, como teor de sdlidos totais, indice de Stiasny e teor de
compostos ndo tanicos. A faixa de didmetro que apresentou maiores valores para
indice de Stiasny e menores valores de compostos ndo tanicos compreende de
22,5 a 32,5 cm, sendo essa faixa indicada a produgdo de adesivos.

Palavras-chave: Polifendis. Taninos. Casca. Angico-vermelho.



GENERAL ABSTRACT

The red-angico (Anadenanthera peregrina) is a pioneer species, its barks
being a major non-timber products from the Cerrado, which is extracted tannins.
There are few studies quantifying phenols and tannins in the different barks
diameters, such study is of paramount importance, because checks the
feasibility of using individuals from thinning forest, promoting a higher value
aggregated to the bark. Tannins consist a second phenols source in the plant
kingdom, staying behind only to lignin, and are used in tanning leather, in the
food industry, pharmaceuticals, in waste water purification and manufacture
adhesives for wood. This study had as objective to evaluate the influence of
diameter at breast height (DBH) in total phenols production, tannins and the
yield of condensed tannins. The barks were collected at 1.30m of the ground, air
dried, crushed in hammer mill and sieved. It was determined the humidity of the
samples. The extracts were prepared as methodology described by Castro et al.
(2009). The total phenols content was determined by the methodology of Folin-
Ciocalteu and Folin-Denis modified. The tannins were quantified by the Radial
Diffusion methodology (Hagerman, 1987) and the condensed tannins yield was
determined according to the methodology of Stiasny modified. There were no
statistical differences significant at the 5% significance between the methods of
phenols quantification. It was verified an increase in total phenols content and
tannins with increased of diameter at breast height. In the Stiasny analysis, the
factor diameter at breast height did not influence statistically in the condensed
tannins levels, only in the methodology variables, as total solids content, Stiasny
index and content of non-tannin compounds. The diameter range that presented
higher values for index Stiasny and smaller values of non-tannin compounds
comprising 22.5 to 32.5 cm, and the track indicated to the adhesives production.

Keywords: Polyphenols. Tannins. Bark. Red-angico.
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1 INTRODUCAO

Segundo Pizzi (1993), o termo "tanino" tem sido utilizado
frequentemente para definir duas classes diferentes de compostos quimicos de
natureza fenolica, ou seja, os taninos hidrolisaveis e os taninos condensados. Os
taninos representam o segundo maior grupo entre os compostos fendlicos, sendo
superado apenas pela lignina, e o quarto constituinte mais abundante nos
vegetais, ficando atras da celulose, hemicelulose ¢ lignina.

Os compostos fendlicos sdo substincias que possuem anel aromatico
com um ou mais substituintes hidroxilicos, incluindo seus grupos funcionais, os
quais sdo originados do metabolismo secundario das plantas, sendo essenciais
para o seu crescimento e reproducao.

Os taninos sdo produzidos pelos vegetais em condigdes ambientais
adversas, sendo responsaveis pela defesa das plantas contra os herbivoros ¢ as
doencas patogénicas e essenciais para o crescimento e reprodugdo do vegetal. Os
cernes de muitas arvores mostram excepcional resisténcia ao ataque de
microrganismos devido a presenga de extrativos do tipo polifendis.

Em seu habitat, as plantas estdo expostas a intensa radia¢ao solar, dessa
forma, degradando moléculas de extrema importdncia nos processos
fotossintéticos, como as clorofilas e outros pigmentos, pelo processo de foto—
oxidagdo. No intuito de se protegerem desta degradacdo, as plantas sintetizam
compostos de origem fendlica que atuam na absorc¢io da radiacdo nas camadas
epidérmicas dos tecidos, regulando o sistema antioxidante nas células. A
concentracdo desses compostos no vegetal pode ser influenciada por diversos
fatores, como condigoes edafoclimaticas, ciclo cicardiano, ¢ desenvolvimento do
vegetal (GOBBO NETO; LOPES, 2007).

Os taninos estdo presentes na maioria das plantas e podem variar de

concentragdo nos tecidos vegetais, dependendo da idade, do orgdo da planta
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coletado, da época ou, ainda do local de coleta.

O conhecimento da producdo de taninos pelas cascas em diferentes
diametros ¢ de suma importancia, de modo a verificar a viabilidade de utilizagao
de individuos oriundos de desbastes, de maneira a otimizar a exploracio.

Entre as espécies produtoras de taninos se destacam as espécies de
Angico, pertencentes a familia Fabaceae, diversas sdo as espécies de angico
ocorrentes no Brasil, das quais se extrai, da casca, o tanino (AFONSO, 2008).
Segundo o mesmo autor, a casca de Angico ¢ um dos principais produtos nao
madeireiros ocorrentes no Cerrado.

No Brasil existem varias espécies produtoras de taninos, porém, os
curtumes tradicionais da Regido Nordeste que utilizam os taninos vegetais,
apesar da diversidade de espécies arboreas e arbustivas de ocorréncia na regiao
empregam como fonte de taninos apenas o angico-vermelho (Anadenanthera
colubrina (Vell.) Brenan var. cebil (Gris..) Alts.) como sua Unica fonte de
taninos (DINIZ et al., 2003 citado por PAES et al., 2006).

Porém, a atividade de obtencdo das cascas do angico ¢ de maneira
extrativista, sem a preocupacdo com o manejo das areas produtoras, assim,
plantas tendem a desaparecer da paisagem do Semidrido. A exploragdo
desordenada, a falta de praticas adequadas de manejo ou de uma politica de
reflorestamento que vise a reposigdo das arvores exploradas e, sobretudo, a falta
de outras op¢des de matéria-prima (espécies produtoras de taninos) capazes de,
em curto prazo, substituirem ou constituirem com o angico misturas para o
curtimento de couros ¢ peles, estdo levando ao esgotamento da espécie florestal
e a faléncia de pessoas que dependem dessa cadeia produtiva para o seu sustento
(DINIZ et al., 2003 citado por PAES et al., 2006).

A utilizagdo das cascas de Angico-vermelho para extragdo de taninos ¢
uma alternativa economicamente vidvel, tendo em vista a ampla gama de

utilizagdes possiveis dos taninos e por se tratar de uma espécie pioneira, de
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rapido crescimento, o que promove uma redugdo nos residuos da industria de
transformacdo da madeira e promove um maior valor agregado as cascas.

Apds a extragdo de taninos, a casca pode ainda ser aproveitada para
geragdo de energia para a propria empresa, bem como ser empregada como
compostagem ou outras formas de aproveitamento.

Para a extragdo desses compostos sdo levados em consideracdo a
padronizacdo granulométrica da amostra, o orgdo da planta colhida, as
metodologias e os solventes a serem utilizados no sistema. Em algumas espécies
a extracdo ¢ feita utilizando-se somente a agua como solvente, devido a sua alta
solubilidade, em outras sdo utilizados solventes organicos (etanol, metanol e
acetona), ou através de uma mistura de solventes organicos com a agua, a fim de
otimizar o processo e aumentar o lucro.

Os taninos vegetais t€m sido quantificados por diversos tipos de ensaios,
como precipitacdo de metais ou proteinas e por métodos colorimétricos, sendo
esses ultimos mais comuns, embora alguns ensaios colorimétricos sejam usados
para quantificar grupos de taninos especificos.

Os taninos sao utilizados desde a antiguidade no curtimento do couro, na
industria alimenticia, farmacéutica, ¢ mais atualmente na substitui¢do parcial do
composto fenol (oriundo do petréleo) em resinas sintéticas de madeira fenol-
formaldeido, pois com a crise do petroleo na década de 70 houve um aumento
nos pregos de resinas, consequentemente um aumento nos incentivos a
descoberta de produtos substitutos.

Este trabalho foi realizado com os seguintes objetivos: quantificar os
teores de fenois totais, utilizando-se duas metodologias de quantificagdo, bem
como comparar essas metodologias, quantificar teores de taninos ¢ determinar o
rendimento gravimétrico em taninos condensados nas cascas de Anadenanthera

peregrina, em diferentes didmetros.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anadenanthera peregrina (L.) Speg. (angico-vermelho)

O angico-vermelho pertence a familia Fabaceae, subfamilia
Mimosoideae e ao género Anadenanthera, que apresenta sete espécies, algumas
delas de estreita afinidade morfoldgica: A. cobi, A. rigida, A. gonoantha, A.
colubrina, A. macrocarpa, A. peregrina e A. falcata (RIZZINI, 1971).

A espécie Anadenanthera peregrina vegeta em matas semideciduas e na
transi¢do para o Cerrado, sendo a sua madeira muito pesada, dura e de textura
média, com ocorréncia natural desde o estado do Tocantins até o estado do Rio
de Janeiro (LORENZI, 1998).

As espécies de angico possuem alburno pardo-rosado, cerne pardo-
avermelhado, podendo revelar tonalidade amarelada uniforme, castanho-rosado
que depois se torna castanho-escuro. Apresenta superficie pouco lustrosa e lisa,
sabor levemente adstringente, madeira pesada, elastica, dura e bastante duravel
(REITZ; KLEIN; REIS, 1983).

Afonso (2008), ao analisar as produgdes de casca de angico nos estados
brasileiros, nos ultimos 16 anos, observou que mais de 96% da produgdo ¢
proveniente dos estados do Nordeste, sendo a Bahia responsavel por metade da
produgdo nacional. Segundo o mesmo autor, os dados do Instituto Brasileiro de
Geografia e Estatistica (IBGE) ndo permitem distinguir as espécies das quais
vem sendo feita a extragdo, contudo, a grande presenca nos estados nordestinos
evidencia a produ¢do do angico-vermelho, ocorrente no semiarido. A casca de
Angico ¢ um dos principais produtos ndo madeireiros ocorrentes no Cerrado. A

espécie Anadenanthera peregrina esta apresentada na Figura 1.
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Figura 1 Anadenanthera peregrina (Angico-vermelho)

2.2 Compostos fendlicos

Quimicamente, os compostos fenolicos sdo definidos como substancias
que possuem anel aromatico com um ou mais substituintes hidroxilicos,
incluindo seus grupos funcionais (LEE et al., 2005).

Os compostos fenolicos sdo originados do metabolismo secundario das
plantas, sendo essenciais para o seu crescimento e reprodugdo, além disso, se
formam em condi¢cdes de estresse como, infeccdes, ferimentos, radiacdes
ultravioleta, dentre outros (NACZK; SHAHIDI, 2004).

Segundo Oliveira et al. (2005), os extrativos de carater fendlico e
polifenodlico conferem durabilidade natural a madeira. Esses sdo normalmente
formados durante a transformag@o do alburno em cerne, que se acumulam nos
lumens e paredes das células, resultando, na maioria das vezes, numa coloragao

mais escura do cerne.
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Segundo Taiz e Zeiger (2004), os fendis vegetais constituem um grupo
quimicamente heterogéneo, com aproximadamente 10.000 compostos: alguns
sd0 soluveis apenas em solventes organicos, outros sdo acidos carboxilicos e
glicosideos soluveis em agua e ha ainda, aqueles que sdo grandes polimeros
insolaveis. Dentre eles, destacam-se os flavonoides, acidos fenodlicos, fenodis
simples, cumarinas, taninos ¢ ligninas. Esses compostos fendlicos possuem

estrutura variavel e com isso, sdo multifuncionais (SHAHIDI; NACZK, 1995).

2.3 Taninos

Os taninos vegetais ou naturais sdo, por defini¢do, substincias que
apresentam a propriedade de se associar e de se combinar com proteinas e com
certos polidis. Esse comportamento ¢ a base das propriedades tanantes que eles
exercem sobre o colageno da pele dos animais ao curso de sua transformagao em
couro (PIZZI, 1993).

Os taninos sdo classificados, de acordo com sua origem biossintética, em
dois grupos: a) os taninos hidrolisaveis, encontrados em dicotiledoneas lenhosas
e herbaceas, que sdo caracterizadas por um nucleo (glucose) esterificado com
acidos galicos (galotaninos), e acidos elagicos (elagitaninos), formado a partir da
rota metabolica do 4cido chiquimico e b) os taninos condensados ou
proantocianidinas, que ocorrem principalmente em gimnospermas ¢
angiospermas e sdo polimeros da flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol, derivados do
metabolismo de fenilpropanoides (BRUNETON, 1991). A rota metabolica dos

taninos condensados e hidrolisaveis pode ser visualizada na Figura 2.
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Figura 2 Rota metabdlica dos taninos condensados e hidrolizaveis
Fonte: (TAIZ; ZEIGER, 2004)

Os taninos hidrolisaveis sdo unidos por ligagdes éster-carboxila, sendo
prontamente hidrolisaveis em condi¢des acidas ou basicas (HAGERMAN;
BUTLER, 1981). A unidade basica estrutural dos taninos hidrolisaveis ¢ um
poliol, usualmente D-glucose, com seus grupos hidroxilas esterificados pelo
acido galico (galotaninos) ou pelo hexadihidroxifénico (elagitaninos)
(BATTESTIN; MATSUDA; MACEDO, 2004). Para serem considerados
taninos ¢ necessario que pelo menos 3 grupamentos hidroxil da molécula de
glicose estejam esterificados para exibir a capacidade de se ligar e precipitar
proteinas (PINTO, 2003). Os taninos hidrolisaveis de acordo com a sua
estrutura, podem ser divididos em duas subclasses: galotaninos e elagitaninos.
Nos galotaninos, os grupos fendlicos que esterificam o nucleo glicosidico sao
constituidos pelo acido galico, ou pelo acido digélico. Nos elagitaninos, os
grupos fenodlicos utilizados sdo moléculas de acido hexadihidroxifénico que

podem se desidratar espontaneamente para formar sua dilactona estavel, o acido



elagico (MELO, 2008). A Figura 3 demonstra a estrutura quimica

galotaninos, acido galico, elagitaninos e acido elagico.
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Figura 3 (a) estrutura molecular de galotaninos, (b) estrutura molecular de acido
galico, (c) estrutura molecular de elagitaninos, e (d) estrutura

molecular de 4cido elagico
Fonte: (BHAT et al., 1998)

O 4acido tanico (Figura, 4) é um tipico tanino hidrolisavel, que ¢

quebrado por enzimas em glicose e acido galico (HELBIG, 2000). O mais

comum dos galotaninos ¢ o acido tanico (PINTO, 2003).
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Figura 4 Acido tanico (tanino hidrolizavel)
Fonte: NAKAMURA; TSUJI; TONOGALI, 2003)

Os taninos condensados sdo oligomeros e polimeros formados pela
policondensagdo de duas ou mais unidades de flavan-3-ol (catequina) e flavan
3,4-diol (leucoantocianidina). Essa classe de taninos também ¢ denominada
como proantocianidina (FREUDENBERG; WEINGES, 1960 citado por
SANTOS; MELLO, 2004). Santos e¢ Mello (2004) citam Freudenberg e
Weinges, 1958 e 1960, esclarecendo que essa classe de taninos também ¢
denominada como proantocianidina, devido ao fato de os taninos condensados
produzirem pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas, tais como

cianidina e delfinidina, apds degradacdo com acido mineral diluido 4 quente.
(a) _ OH (b)

e o LI (]

HO (o)
L — O
L (O
= ~
T o o
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Figura 5 (a) Estrutura quimica catequina, e (b) estrutura quimica
leucoantocianidina
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Os taninos condensados perfazem, aproximadamente, a metade da
matéria seca da casca de muitas arvores. Eles constituem a segunda fonte de
polifendis do reino vegetal, perdendo apenas para a lignina (HAGERMAN;
ZHAO; JOHNSON, 1997). Os taninos condensados sdo encontrados em grandes
quantidades nas diferentes partes das plantas seja nas folhas, frutas e cascas, mas
ndo t€m sido encontrados em monocotiledoneas. Eles podem conter de duas a
cinquenta unidades flavanoides, possuem estruturagdo complexa e sdo mais
resistentes a hidrolise, mas podem ser soluveis em solventes organicos aquosos,
de acordo com sua estrutura (PIZZI, 1983).

As proantocianidinas sdo taninos condensados que tém como
precursoras unidades monoméricas de flavan-3-6is (catequinas e epicatequinas)
em unido com flavan-3,4-didis ou leucoantocianidinas (Efraim, 2004). Quando
as moléculas que se condensam sdo catequinas ou epicatequinas, as
proantocianidinas sdo denominadas procianidinas (WOLLGAST; ANKLAM,
2000).

Figura 6 Procianidina (tanino condensado)
Fonte: (QUEIROZ; MORAIS; NASCIMENTO, 2002)
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2.3.1 Localizagéo dos taninos nas plantas

Cerca de 30% das espermatéfitas contém taninos em quantidade
substancial. Em algumas espécies, esses podem estar presentes em todos os
orgdos da planta e, frequentemente, os taninos encontrados na madeira diferem
dos encontrados nas cascas, folhagens e frutos (FARMER, 1967).

Os taninos ocorrem amplamente nos vegetais, porém, sua extragao
comercial ¢é feita através da casca e/ou do cerne da madeira, locais onde sdo
encontrados em maiores teores € também onde, costumeiramente, ocorrem oS
maiores problemas com injurias e ataques de agentes xilofagos (HEMINGWAY,
1989). Geralmente, os taninos ocorrem mais abundantemente nas células do raio
e no parénquima longitudinal do cerne. O alburno contém pouco ou nenhum
tanino. Na casca, quase sempre ocorrem nas células corticais (BROWN et al.,
1952 citado por TRUGILHO et al., 2003). Na casca de muitas espécies, 0s
taninos podem constituir de 2 a 40 % da massa seca. Tais valores podem tornar a
extracdo de taninos economicamente viavel para a exploragdo industrial,

considerando-se sua gama de utilizagdes possiveis (TRUGILHO et al., 1997).

2.3.2 Fungéo dos taninos nas plantas e fatores que influenciam os teores de
taninos

Segundo Zucker (1983), os taninos hidrolisaveis sdo os responsaveis
pela defesa das plantas contra os herbivoros e os taninos condensados a
assegurar a defesa contra microrganismos patogénicos. De acordo com Farmer
(1967), os taninos possuem propriedade germicida muito forte e sdo
responsaveis pela durabilidade natural de algumas madeiras.

Em situagdes de estresse o vegetal pode modificar sua rota biossintética
e produzir substancias de defesa como respostas as mudancas de seu ambiente

(DICKE; HILKER, 2003).
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As variagGes sazonais como fotoperiodo, intensidade luminosa e
temperatura podem alterar significativamente os teores de varios grupos
fenodlicos, principalmente flavonoides, quando monitoradas em diferentes
estacdes do ano (YAO et al., 2005).

Monteiro et al. (2006), estudando os teores de taninos de Myracrodruon
urundeuva (Engl.) (Anacardiaceae) e Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan
(Fabaceae - Mimosoidae) observaram que a sintese de substincias tanantes
possui forte relagdo com a sazonalidade e, essas espécies demonstram diferentes
estratégias adaptativas frente a periodos de estiagem e chuva nesse ecossistema,
encontrando maiores produtividades em periodos secos, de agosto a novembro.

Areas fragmentadas com individuos localizados na borda e no interior de
remanescentes florestais podem apresentar comportamento diferenciado em
relacdo a producdo de metabolitos secundarios, como resposta as diferentes
pressdes ambientais. Essas mudancas, no entanto, ndo sdo permanentes ¢
evoluem com o tempo a medida que a borda se fecha devido ao crescimento da
vegetagdo (PERRICO et al., 2005).

Cabral et al. (2010), estudando a influéncia de altura, diametro e
espessura de casca nos teores de taninos em cascas de Myracrodruon urundeuva
e Sideroxylon obtusifolium, verificaram que ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os teores de taninos observados para as
diferentes classes diamétricas ¢ de espessura da casca para ambas as espécies.

Teixeira, Soares e Scolforo (1990) avaliaram a variacdo do teor de
taninos da casca do caule de Stryphnodendron adstringens (Barbatimido) em
funcdo de classes diamétricas. Nesse estudo ndo foi encontrada evidéncia da

influéncia do diametro a altura do peito sobre o teor de taninos.
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2.3.3 Espécies florestais mais utilizadas para extragdo de taninos

Segundo Mori (1997), as propriedades variam entre diferentes espécies
ou dentro da mesma espécie, também dependendo do tecido vegetal.

Dentre as espécies tradicionalmente exploradas para a producdo,
destacam-se o quebracho (Schinopsis sp.) de ocorréncia na Argentina e Paraguai,
podendo conter até 25% da massa seca de sua madeira de cerne em taninos e a
acacia-negra (Acacia mollissima e Acacia mearnsii) de ocorréncia natural na
Australia (HASLAM, 1966).

De acordo com Silva (1999), as principais plantas taniferas encontradas
no Brasil sdo: acdcia-negra ou mimosa (Acacia mearnsii); barbatimdo
(Stryphnodendron adstringens); aroeira (Lithraea molleoides); mangue-
vermelho (Rhizophora mangle); quebracho (Schinopsis lorentzzi); goiabeira
(Psidium guayava Raddi); murici (Byrsonima verbascifolia Rich); pinheiro
(Araucaria angustifolia); eucalipto (Eucalyptus sp.); angico- vermelho
(Anadenanthera peregrina) e outras.

Haslam (1966) cita como grandes produtoras o Eucalyptus astringens
(casca contendo 40 a 50% de taninos), o mangue-vermelho Rhizophora
candelaria e o mangue-branco Rhizophora mangle (casca com 20 a 30% de
taninos).

No Brasil, ha varias espécies produtoras de taninos, porém, os curtumes
tradicionais da regido Nordeste que utilizam os taninos vegetais, apesar da
diversidade de espécies arboreas e arbustivas de ocorréncia na regido, t€ém no
angico-vermelho (Anadenanthera colubrina (Vell.) Brenan var. cebil) sua tnica
fonte de taninos (DINIZ et al., 2003 citado por PAES et al., 2006).

Trugilho et al. (1997), estudando arvores de angico na regido do
Cerrado, encontraram teores de taninos de 18,51% nas cascas de Anadenanthera

macrocarpa utilizando o método de Stiasny.
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Para a espécie Anadenanthera peregrina sdo poucos os estudos com
relacdo a produgdo de compostos fenolicos totais e taninos. Carneiro (2006) e
Mariano et al. (2010), encontraram valores médios de teor de taninos

condensados de 22,77% e 14,76% respectivamente.

2.3.4 Métodos de extracdo de taninos

Os taninos sdo extraidos principalmente da casca ou do cerne de
algumas espécies (MORI, 1997). Devido a diversidade das familias quimicas
presente na fracdo de extrativos da casca existe a necessidade de utilizar
solventes especificos para o isolamento dos compostos fendlicos, os quais
constituem a fragdo mais significativa, podendo atingir, as vezes, 50% da massa
seca da casca. O interesse por esses derivados € grande, pois nesse grupo estao
presentes os taninos, compostos fenolicos de utilizagao diversificada em varios
setores industriais tais como: farmacéuticos, curtimento de pele, corantes,
adesivos para madeira e derivados (TRUGILHO et al., 1997).

Antes de executar uma extracdo, deve-se levar em considera¢do uma
série de fatores que interferem nesta operagdo, tais como o o6rgdo do vegetal a
ser extraido o composto, granulometria da amostra, metodologias e os solventes,
que serdao empregados para a extracdo. Na escolha de um solvente, além dos
fatores relacionados a eficiéncia do processo extrativo devem ainda ser
considerados: a toxidez e/ou os riscos que seu manuseio representa, assim como
a estabilidade das substancias extraidas, a disponibilidade ¢ o custo do solvente
(FALKENBERG; SANTOS; SIMOES, 2004).

Alguns tipos de taninos podem ser extraidos a partir de processos
industriais simples, devido a solubilidade desse composto em agua. A
viabilidade técnica e econdmica do processo de extragdo da casca para obtengdo

de taninos seria altamente favorecida, ndo somente pela grande disponibilidade
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desse residuo nas principais industrias de transformacdo da madeira, como
também por ser a adgua um produto integrado a varios tipos de atividade
industrial. Para a maioria dos outros solventes existem obstaculos associados a
problemas de custos, armazenamento, manipulacdo e recuperacdo (TRUGILHO
etal., 1997).

Talvez o principal dilema enfrentado em um processo de extracdo ¢ a
escolha do solvente ou o sistema mais adequado para realizd-lo. Geralmente,
para os compostos fenolicos, a extragdo ¢ feita por meio de sua solubilizagdo em
solventes organicos (etanol, metanol e acetona), ou através de uma mistura de
solventes organicos com a agua, a fim de otimizar o processo e aumentar o lucro
(OLIVEIRA, 2005). A temperatura de extracdo com agua também varia de
espécie para espécie (GOULART et al., 2008).

2.3.5 Métodos de determinag&o dos teores de taninos

Por essas moléculas apresentarem uma grande variabilidade de
estruturas, tanto em taninos condensados como hidrolisaveis, alta reatividade de
suas subunidades com materiais oxidativos e complexagdo com
macromoléculas, o processo de isolamento, identificagdo e quantificagdo torna-
se bastante complexo (MONTEIRO; ALBUQUERQUE; ARAUJO, 2005).

O primeiro passo na analise € a construgdo de uma curva de calibragio
para representar a relacdo proporcional entre a concentracdo da substancia na
amostra e, a resposta do equipamento. Essa curva deve ter pelo menos seis
determinagdes. Depois de uma relacao visual linear do grafico plotado, a analise
estatistica deve ser realizada para definir o coeficiente de determinagdo e
equagao regressao (AMORIM et al., 2008).

Os taninos vegetais tém sido quantificados por diversos tipos de ensaios,

como precipitagdo de metais ou proteinas e por métodos colorimétricos, sendo
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esses ultimos mais comuns. Os métodos mais apropriados para determinagdo de
taninos sdo os ensaios com precipitagdo de proteinas (HAGERMAN; ZHAO;
JOHNSON, 1997). Um dos métodos de doseamento baseado apenas na reacdo
de complexacdo de proteinas foi descrito por Hagerman (1987). No ensaio, o
tanino difunde por um gel contendo proteina, e o precipitado desenvolve uma
forma de disco visivel, a medida que o tanino interage com a proteina. O método
¢ simples, sensivel e especifico, e deve ser especialmente aplicado para estudos
nos quais um grande numero de amostras sera analisado. Esse ensaio ndo pode
ser usado para determinar valores relativos dos dois tipos de tanino, pois o
método ndo é capaz de distinguir taninos condensados de taninos hidrolisaveis.
Uma grande vantagem ¢ que fendis ndo tdnicos como flavonoides, acidos
benzoicos, ou acidos hidroxicindmicos ndo interferem com o ensaio
(HAGERMAN, 1987).

Alguns ensaios colorimétricos sdo usados para quantificar grupos de
taninos especificos, muito embora esses métodos sejam amplamente usados para
analisar taninos de uma maneira geral. Apesar dessas criticas, alguns autores
afirmam que ndo ha método ideal e refor¢am que os métodos colorimétricos sdo
os mais utilizados para a andlise de taninos (SCHOFIELD; PELL; MBUGUA,
2001).

Entre os métodos colorimétricos, o de Folin-Ciocalteu é o mais utilizado
na quantificacdo de fenois totais, como é mais pratico ¢ menos dispendioso,
apesar de ser quimicamente complexo e reagindo com fen6is (AMORIM et al.,
2008). A reacdo baseia-se no principio de que em meio alcalino os fendis
reduzem a mistura dos acidos fosfotingstico e fosfomolibdico (MONTEIRO et
al., 2006) em o6xidos de tungsténio e molibdénio de cor azul.

O método colorimétrico de Folin-Denis ¢ bem reconhecido e largamente
usado para a quantificacdo de fendis totais, mas ndo faz distingdo entre

compostos fenolicos e outros materiais redutores ou antioxidantes, como o acido
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ascorbico, formando precipitados que interferem na leitura espectrofotométrica
(SCHOFIELD; PELL; MBUGUA, 2001). O Folin-Denis é uma metodologia
bastante semelhante ao Folin-Ciocalteau, mas com a desvantagem da formagéo
de um precipitado que interfere nas leituras espectrofotométricas (SINGLETON;
ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999 citado por SILVA, 2007). O que
difere o reagente de Folin-Denis do reagente de Folin-Ciocalteau é que este foi
adicionado sulfato de litio para evitar a formacdo de precipitados (FOLIN;
CIOCALTEAU, 1927).

Segundo Pizzi e Mittal (1994), existem dois métodos para a
determinagcdo do rendimento gravimétrico em taninos. Um consiste em
determinar qual a percentagem dos sélidos absorvidos pelo couro no processo de
curtimento; e o outro ¢ feito por Stiasny.

O método de Stiasny consiste na determinagdo gravimétrica dos
produtos precipitados durante a reacdo dos taninos com o formaldeido, na
presenca de acido cloridrico (HCI). O extrato tanico diluido é tratado sob refluxo
em meio acido e com excesso de formaldeido. As fragdes dos extrativos que sdo
aptas a reagir com formaldeido, precipitado na solugdo, sdo entdo, filtradas e
pesadas, e os resultados sdo relatados como quantidade de precipitagio com
formaldeido. O método de Stiasny ndo fornece a percentagem exata de material
fenolico no extrato, entretanto esse método é amplamente utilizado, pois tem a
vantagem de dar uma medida comparativa da quantidade de taninos que é capaz
de reagir com formaldeido, sob condi¢des de formagdo de adesivos (PIZZI,

1983).

2.3.6 Utilizacdo dos taninos no curtimento de couro

O uso de taninos vegetais pode ser uma alternativa para reduzir os

impactos ambientais dos sais ¢ metais pesados (como por exemplo, compostos
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baseados em cromo), que também sdo comumente usados no curtimento do
couro, ¢ que sao fontes de contaminacdo (NAZER; AL-SA’ED; SIEBEL, 2006).

Sédo aplicados no curtimento do couro, em funcdo da sua capacidade de
se combinar com proteinas da pele animal, ou seja, na associagdo dos polifenois
com a proteina do colageno que ird inibir o processo de putrefacdo da pele
(MELO, 2008).

No processo de curtimento do couro existem algumas patentes, tais
como Processo de curtimento do couro (LEUCK, 1997), Processo de bio-

curtimento de couro (SUBRAMANI et al., 2004).

2.3.7 Utilizacdo dos taninos na induastria farmacéutica

Plantas ricas em taninos sao empregadas na medicina tradicional como
remédios para o tratamento de diarreia, hipertensdo arterial, reumatismo,
hemorragias, feridas, queimaduras, problemas estomacais (azia, nausea, gastrite
e ulcera gastrica), problemas renais e do sistema urindrio e processos
inflamatorios em geral (HASLAM, 1996).

Acredita-se que as atividades farmacologicas dos taninos sdo devidas,
pelo menos em parte, a: i) complexagdo com ions metalicos (ferro, manganés,
vanadio, cobre, aluminio, calcio, entre outros); ii) atividade antioxidante e
sequestradora de radicais livres e iii) habilidade de complexar com outras
moléculas incluindo macromoléculas, tais como proteinas e polissacarideos
(HASLAM, 1996).

Composi¢des e métodos de tratamento de hipertensdo com complexos
de tanino foram protegidos em patente por Thekkumkara (2009), sendo que a
composi¢do inclui uma quantidade efetiva de um ou mais &cidos tanicos
dispostos em um veiculo farmaceuticamente aceitavel. Métodos e composigoes

para tratamento de feridas foram protegidos em patente por McAnulty, Murphy
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e Abbott (2009), Antiobesidade: composi¢do contendo derivados da casca de

acacia, protegidos em patente por Nakamoto ¢ Ono (2010).

2.3.8 Utilizagdo dos taninos na industria alimenticia

O conjunto de aromas da madeira, geralmente, se deve a moléculas de
baixo peso molecular e transmitem importantes notas de percep¢ao a vinhos e
aguardentes. Em compensacdo, moléculas responsaveis pelo paladar sdo
polimerizadas em cadeias maiores e fornecem percepgdes de gostos, como doce
ou amargo € outras sensagdes, como a adstringéncia, causada pelos taninos
(VIVAS, 1998).

Existem varias substincias quimicas conhecidas como compostos
polifendlicos que afetam a cor, sabor e paladar dos vinhos. Entre eles
encontramos os taninos, presentes principalmente no vinho tinto e que surgem a
partir de sementes de uva, peles, e as hastes, mas também dos barris de carvalho
onde o vinho ¢é envelhecido (VERA et al., 2010).

Sdo empregados com frequéncia, devido ao grande impacto gustativo
causado apds o envelhecimento de bebidas alcodlicas (MARQUETTE, 1999).
Sua principal propriedade palatavel é a adstringéncia e o amargor (DOUSSOT,
2000). A adstringéncia ao paladar ¢ devido a precipitagdo das proteinas
salivares, quando interagem com taninos presentes no vinho (JACKSON , 2002
citado por VERA et al., 2010).

A tanase ¢ uma enzima extracelular, induzivel, produzida na presenga de
acido tanico por fungos, bactérias e leveduras (AGUILAR et al., 1999). A
enzima tem vasta aplicacdo na industria de alimentos, sucos, cervejaria,
cosméticos, farmacéutica e industria quimica (BATTESTIN; MATSUDA;
MACEDO, 2004). A tanase ¢ utilizada como agente clarificador em alguns

sucos de frutas e em bebidas geladas a base de café, onde seu uso se concentra
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na remogdo de compostos fenolicos presentes no material vegetal, a fim de
evitar sua complexagdo e precipitagdo (LEKHA; LONSANE, 1997).

Os taninos (acido tanico - tanino hidrolisavel) sdo utilizados na cerveja,
com o objetivo de reduzir a concentragdo de proteinas, através de precipitacdo
como complexos tanino-proteicos, que sdo retirados da cerveja através de
sedimentagdo ou centrifugagao/filtracdo (REINOLD, 1997).

Os taninos s3o considerados nutricionalmente indesejaveis porque
precipitam proteinas, inibem enzimas digestivas e afetam a utilizagdo de
vitaminas ¢ minerais podendo, ainda, em alta concentragdo, desenvolver cancer
de bochecha e esofago (SINGH; BHAT; SHARMA, 2001).

O método de remogdo de proteinas de bebidas com tanino
reticulado/6xidos inorgdnicos e método para a classificagdo de vinho e café
estdo protegidos nas patentes (MICHOS, 1998) e (POPP et al., 2002)

respectivamente.

2.3.9 Utilizagdo dos taninos na industria de adesivo de madeira

As industrias utilizam adesivos sintéticos devido a sua excelente
qualidade, mas no inicio da década de 70, com a crise do petrdleo e aumento dos
custos dos recursos de origem petrolifera, surgiu o interesse em substituir o
constituinte sintético fenol, das resinas FF (fenol-formaldeido), por polifenois
naturais (PIZZI; MITTAL, 2003). A partir dessa data, varias pesquisas foram
desenvolvidas com o objetivo de substituir, parcial ou totalmente, os adesivos
comerciais convencionais, tais como ureia-formaldeido e fenol-formaldeido, e
dentre as fontes naturais destacam-se os taninos vegetais, por terem capacidade
de reagir com o formaldeido e, também, pela facilidade de extragdo

(CARNEIRO et al., 2010).
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As pesquisas para desenvolvimento dos adesivos tanicos sdo
extremamente importantes por buscarem alternativas para a indistria de painéis,
visto que o custo da aquisi¢do de adesivos sintéticos representa um componente
de peso no custo total do produto (CARNEIRO et al., 2009).

Nas industrias de compensados e aglomerados, as resinas
tradicionalmente utilizadas sdo as fenodlicas e ureicas, sendo essas ultimas de
baixa resisténcia a umidade, ambas obtidas pela condensacdo de formaldeido
com fenol ou ureia, respectivamente (GONCALVES; LELIS; OLIVEIRA,
2008).

Os taninos obtidos da casca ou da madeira de algumas espécies
florestais, a exemplo da Acacia mearnsii ¢ do Schinopsis sp, apresentam grande
potencial para substituir os adesivos sintéticos. No entanto, o tanino oriundo da
casca da A. mearnsii, ainda ¢ o mais utilizado e desponta como sendo o mais
promissor. Industrias na Africa ja utilizam resinas a base de tanino na confec¢éo
de chapas aglomeradas. No Brasil, em especial no Rio Grande do Sul, também
sdo produzidas e utilizadas resinas a base de tanino-formaldeido para a produgao
de aglomerados. Os adesivos a base de tanino além de serem mais baratos que os
adesivos a base de fenol e formol, possuem satisfatoria resisténcia a agua.
(HILLING; HASELEIN; SANTINI, 2002).

Os adesivos a base de taninos, no entanto, apresentam algumas
limitagdes como alta reatividade com o formaldeido, elevada viscosidade,
aplicabilidade e resisténcia a linha de cola. Os trés principais fatores que
prejudicam a produgdo desses adesivos s3o: a) presenca de substancias ndo
tanicas no extrato, como agucares ¢ gomas; b) a forma e tamanho da molécula
tanica reduzem a sua mobilidade, que vai se tornando cada vez menor a medida
que prossegue a policondensacdo; e c¢) presenca do anel éter na estrutura
flavonoide, que € hidrofobico e acarreta aumento na viscosidade dos adesivos. A

viscosidade e a linha de cola fraca e quebradica, no entanto, podem ser
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modificadas e os problemas solucionados ou minimizados, através das reacdes
de sulfitagdo e, ou, hidrélise acida ou alcalina dos taninos e, também, pela
adicdo dos taninos a outros adesivos sintéticos (CARNEIRO et al., 2009).

Na industria de adesivos a base de taninos existem algumas patentes, tais
como: composi¢ao de adesivo compreendendo isocianato de fenol-formaldeido e
tanino, util para fabricacdo de compensados para aplicacdo exterior, protegido
em patente por Pizzi, Von e Westermeyer (1992), producdo de Adesivos

Naturais para Madeira, protegido em patente por Mori (2010).
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3 CONSIDERACOES GERAIS

Os taninos sdo metabolitos secundarios, de composi¢cdo fenodlica,
produzidos nas cascas de muitas espécies florestais, sendo esta um residuo do
setor de transformacdo da madeira. A utilizacdo das cascas de Anadenanthera
peregrina para extra¢do de taninos torna-se economicamente viavel, tendo em
vista a ampla gama de utilizagdes possiveis dos taninos, bem como por
promover um maior valor agregado as cascas e um maior aproveitamento dos
residuos.

O angico-vermelho ¢ uma espécie pioneira, nativa do cerrado, com
potencial tanifero compativel com de outras espécies potenciais produtoras de
taninos, sendo bastante utilizadas em curtumes.

O maior dilema no processo de extracdo de taninos é a escolha do
solvente e do sistema mais adequado. Os problemas relacionados aos solventes
sdo devidos ao custo, recuperagdo, armazenamento e toxidez. Em algumas
espécies a extracao € feita utilizando-se somente agua como solvente, em outras
a associagdo desta com solventes organicos, sendo etanol, metanol e acetona os
mais utilizados.

No processo de quantificacdo de taninos sdo utilizados métodos de
precipitagdo de proteinas e métodos colorimétricos/espectrofotométricos, sendo
esses ultimos especificos para alguns grupos de taninos e fenois totais.

Os métodos de Folin-Denis e Folin-Ciocalteau sdo largamente utilizados
para quantificar o teor de polifenois. Para a quantificagdo de taninos, esses
métodos também podem ser utilizados, porém os taninos sdo retirados mediante
adsor¢ao com proteina, e feita a diferenca entre os teores de fendis totais e
fracdo nao adsorvida. O método de difusdo radial consiste na capacidade dos
taninos em formarem complexo com substrato proteico, sendo especificos na

quantificagdo de taninos.
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CAPITULO 2 Teores de fendis e taninos totais nas cascas de angico—
vermelho (Anadenanthera peregrina)
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RESUMO

O Angico-vermelho (Anadenanthera peregrina) é uma espécie pioneira,
sua casca ¢ um dos principais produtos ndo madeireiros ocorrentes no Cerrado,
destinados a extracdo de compostos fenolicos. O objetivo deste trabalho foi a
quantificagdo de fendis totais por meio de duas metodologias, bem como a
comparagdo entre estas e a quantificacdo de taninos nas cascas de Angico-
vermelho em diferentes classes de diametro. Para a realizagdo deste trabalho
foram utilizadas cascas de Anadenanthera peregrina (Angico-vermelho),
coletadas a 1,30m do solo, em trinta e cinco arvores distribuidas em sete classes
diamétricas. As mesmas foram secas ao ar livre, trituradas em moinho martelo e
suas particulas padronizadas numa granulometria de 60 mesh. A extracdo foi
realizada conforme metodologia de Castro et al. (2009). O doseamento de fendis
totais foi realizado conforme metodologias de Folin e Denis (1912) e de Folin &
Ciocalteau modificados, e para o doseamento de taninos foi utilizado o método
de difusdao radial segundo Hagerman (1987). Nao foi encontrada diferenca
estatistica significativa entre as metodologias de quantificacdo de fenodis totais
empregadas. O diametro a altura do peito se relacionou de maneira positiva e
linear com valores de fendis totais e taninos.

Palavras-chave: Angico-vermelho. Metodologias de quantificagdo de fenois.
Polifendis. Taninos. Difusdo radial. Casca.



44

ABSTRACT

The red-angico (Anadenanthera peregrina) is a pioneer species, its barks
being a major non-timber products from the Cerrado, destined the extraction of
phenolic compounds. The objective of this study was the total phenols
quantification by using two methodologies, as well as the comparison between
these and the tannins quantification in the barks of red-angico in different
diameter classes. For this work were used barks of Anadenanthera peregrina
(red-angico), collected at 1.30m of the ground, in thirty-five trees distributed in
seven diameter classes. The samples were air dried, crushed in hammer mill and
its standardized particles of 60 mesh. The extraction was performed according to
the methodology described by Castro et al. (2009). The dosage determination of
total phenols was performed according to the methodology of Folin & Denis
(1912) and Folin & Ciocalteau modified, and for tannins dosage was used the
diffusion radial method according to Hagerman (1987). There was no
statistically significant difference between the quantification methodologies of
total phenols used. The diameter at breast height was related positively and
linearly with values of total phenols and tannins.

Keywords: Red-angico. Methodologies quantification phenols. Polyphenols.
Tannins. Radial diffusion. Bark.
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1 INTRODUCAO

Comumente conhecida como angico, angico-vermelho, Anadenanthera
peregrina é uma espécie pioneira, pertencente a familia Fabaceae, subfamilia
Mimosoideae, que possui ampla distribui¢do geografica. Ocorre em Florestas
Semideciduas e na transicdo com o Cerrado, nos Estados do Tocantins, Goias,
Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Mato Grosso e Mato Grosso do
Sul (LORENZI, 1998).

Diversas sdo as espécies de angico ocorrentes no Brasil, das quais se
extrai, da casca, o tanino (AFONSO, 2008). Segundo o mesmo autor, a casca de
Angico ¢ um dos principais produtos ndo madeireiros ocorrentes no Cerrado,
sendo fonte natural de compostos fenolicos. A utilizacdo dessas cascas promove
um aproveitamento de residuos e um maior valor agregado a elas, tendo em vista
a ampla gama de utilizacdo dos compostos fendlicos.

O consumo de cascas de angico-vermelho pelos curtumes localizados no
municipio de Cabaceiras-PB ¢ de, aproximadamente 200 toneladas/ano.
Considerando que uma arvore de angico aos 8 anos de idade (ciclo de rotagdo)
pode produzir até 25 kg de cascas, seriam necessarias cerca de 8.000 arvores
para suprir essa demanda (MARINHO, 2004).

A diversidade estrutural dos compostos fenolicos deve-se a grande
variedade de combinagdes que acontece na natureza ¢ os compostos resultantes
sdo chamados de polifendis (HARBONE, 1989). Segundo Taiz e Zeiger (2004),
os fendis vegetais que constituem um grupo quimicamente heterogéneo, com
aproximadamente 10.000 compostos. Dentre eles, destacam-se os flavonoides,
acidos fenolicos, fendis simples, cumarinas, taninos ¢ ligninas. Esses compostos
fendlicos possuem estrutura variavel e com isso, sao multifuncionais (SHAHIDI;
NACZK, 1995). Sao originados do metabolismo secundario das plantas, sendo

essenciais para o seu crescimento ¢ reprodugdo, além disso, se formam em
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condigOes de estresse como, infecgdes, ferimentos, radiagdes UV, dentre outros
(NACZK; SHAHIDI, 2004).

Os taninos vegetais ou naturais sdo por definicdo substiancias que
apresentam a propriedade de se associar ¢ de se combinar com proteinas € com
certos poliois. Esse comportamento ¢ a base das propriedades tanantes que eles
exercem sobre o colageno da pele dos animais ao curso de sua transformagdo em
couro (PIZZI, 1993). Os taninos ocorrem amplamente nos vegetais, porém, sua
extracdo comercial é feita através da casca e/ou do cerne da madeira, locais onde
sdo encontrados em maiores teores (HEMINGWAY, 1989). Esses compostos
fenolicos sdo responsaveis pela defesa das plantas contra os herbivoros e
doengas patogénicas (HARBONE; PALO; ROBBINS, 1991).

Os taninos sdo divididos e classificados de acordo com a sua origem
biossintética em taninos hidrolisaveis, formado a partir da rota metabolica do
acido chiquimico e taninos condensados ou proantocianidinas, derivados do
metabolismo de fenilpropanoides. Os taninos condensados constituem a segunda
fonte de polifenodis do reino vegetal, ficando atras somente da lignina, e o quarto
constituinte mais abundante nos vegetais, sendo superado pela celulose,
hemiceluloses e lignina.

Em situagdes de estresse o vegetal pode modificar sua rota biossintética
e produzir substancias de defesa como respostas as mudangas de seu ambiente
(DICKE; HILKER, 2003).

Os taninos estdo presentes na maioria das plantas e podem variar de
concentracdo nos tecidos vegetais, dependendo da idade, do 6rgao da planta
coletado, da época, ou ainda do local de coleta.

Sdo poucos os estudos de quantificagdo de fenois e taninos nas cascas
em diferentes diametros, tal estudo ¢ de suma importancia, pois verifica a
viabilidade de utilizacdo de individuos oriundos de desbaste florestal,

promovendo um maior valor agregado as cascas.
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Teixeira, Soares e Scolforo (1990) avaliaram a variacdo do teor de
taninos da casca do caule de Stryphnodendron adstringens (Barbatimio) em
funcdo de classes diamétricas. Nesse estudo ndo foi encontrada evidéncia da
influéncia do didmetro a altura do peito em relacdo ao teor de taninos.

Entre os métodos de quantificagdo de fendis totais destacam as
metodologias colorimétricas/espectrofotométricas de Folin-Denis e Folin-
Ciocalteau, porém essas metodologias ndo sdo especificas para taninos. O
método Folin-Ciocalteau ¢ o responsavel pela coloracdo azul formada apds
reagdo com o acido tanico. Segundo Amorim et al. (2008), a reacdo baseia-se no
principio de que em meio alcalino os fenodis reduzem a mistura dos acidos
fosfotingstico e fosfomolibdico em ¢6xidos de tungsténio e molibdénio de cor
azul.

O método de Folin-Denis ¢ bem reconhecido e largamente usado, mas
ndo faz distingdo entre compostos fenolicos e outros materiais redutores ou
antioxidantes, como o acido ascorbico, formando precipitados que interferem na
leitura espectrofotométrica (SCHOFIELD; PELL; MBUGUA, 2001).

Um dos métodos de doseamento baseado apenas na reacdo de
complexacdo de proteinas foi descrito por Hagerman (1987). No ensaio, o tanino
difunde por um gel contendo proteina, € o precipitado desenvolve uma forma de
disco visivel a medida que o tanino interage com a proteina. O método ¢
simples, sensivel e especifico, e deve ser especialmente aplicado para estudos
nos quais um grande niimero de amostras sera analisado. Esse ensaio ndo pode
ser usado para determinar valores relativos dos dois tipos de tanino, pois o
método ndo é capaz de distinguir taninos condensados de taninos hidrolisaveis.
Uma grande vantagem ¢ que fendis ndo tanicos como flavonoides, acidos
benzoicos, ou acidos hidroxicindmicos ndo interferem com o ensaio

(HAGERMAN, 1987).
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O objetivo deste trabalho foi quantificar os teores de fenois totais e
taninos nas cascas de Anadenanthera peregrina em diferentes didmetros, de
modo a verificar a influéncia deste parametro biométrico nos teores, bem como

verificar a semelhanga entre duas metodologias de quantificacdo de fenois totais.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacdo da area de estudo

O plantio de Angico pertence a uma area experimental do Campus da
Universidade Federal de Lavras (Lavras-MG). A cidade de Lavras localiza-se na
regido Sul do Estado de Minas Gerais, a latitude de 21° 14’ sul e longitude
45°00° oeste, a uma altitude média de 900 m. Segundo a classificagdo de
Ko6ppen, o clima é Cwa. A temperatura média anual do ar é de 19,4 °C e o total

anual de precipitacdo pluvial de 1530 mm (BRASIL, 1992).

2.2 Coleta e preparo do material

Coletou-se cascas externas de Anadenanthera peregrina na altura de
1,30 m do solo (DAP) tomando-se cuidado para ndo atingir o cambio vascular.
A coleta foi realizada com o auxilio de facdo, retirando-se lascas de
aproximadamente 10 cm de comprimento por 3 cm de largura, de maneira
intercalada ao longo do perimetro do fuste, de maneira a evitar o contorno total
do mesmo. Foram coletadas amostras de cinco arvores por classe diamétrica,
conforme pode ser visto na Tabela 1. Os individuos coletados ndo pertenciam a

borda do fragmento. O periodo de coletada foi em julho de 2011.
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Tabela 1 Caracteristicas diamétricas do plantio de Anadenanthera peregrina e
dos individuos utilizados na etapa experimental

Intervalo das Valor central das

N S Diametro médio Altura média das
classes diamétricas  classes diamétricas
das amostras (cm) amostras (m)
(cm) (cm)

5a9,99 7,5 7,3 (9,52%) 8,0 (14,43%)
10 a 14,99 12,5 11,99 (8,22%) 10,9 (14,65%)
15a19,99 17,5 16,8 (2,47%) 14,0 (12,44%)
20 a 24,99 22,5 22,7 (4,26%) 14,6 (7,92%)
25a29,99 27,5 27,6 (5,35%) 15,8 (13,18%)
30 a 34,99 32,5 31,1 (3,44%) 17,0 (12,25%)
35a39,99 37,5 37,4 (2,70%) 18,3 (5,26%)

Os valores entre parénteses correspondem ao coeficiente de variacdo de diametro e
altura entre os 5 individuos coletados de cada classe diamétrica.

As cascas foram secas ao ar livre, moidas em moinho martelo e
peneiradas, utilizando-se um conjunto de peneiras na granulometria de 40 e 60
mesh, utilizando-se neste trabalho o material retido na peneira de 60 mesh. Apds
a moagem e classificacdo da granulometria, as amostras foram armazenadas em
sacos de papel abertos ¢ mantidas em sala de climatizacdo com temperatura de
20 °C (£ 2 °C) e umidade relativa do ar de 60% (£ 5%), até obterem massa

constante, para a determinag@o da umidade na base seca pelo método da estufa.

2.3 Preparo dos extratos

Foram utilizados o correspondente a 200 mg de casca seca ¢ moida, a
qual foi extraida em 10mL de metanol a 50% (v/v), em maceracdo a frio e
agitacdo constante por um periodo de 4 horas, segundo metodologia descrita por
Castro et al. (2009). O extrato foi filtrado em papel filtro ¢ o volume completado

para 10 mL.
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2.4 Doseamento de fendis totais pelo método de Folin-Denis

As analises de fenois totais foram realizadas no laboratério de
Farmacobotanica e plantas medicinais, no Departamento de Farmacia da
Universidade Federal de Sdo Jodo Del Rey, UFSJ — Campus de Divindpolis-
MG.

A curva de calibragao foi preparada a partir das medidas de absorbancia
da solugdo padrio de 4acido tanico (100mg/1000mL), Sigma-Aldrich, em
aliquotas de 0,05; 0,1; 0,2; 0,3; 0,4; 0,5; 0,6 ¢ 0,7 mL em tubos de ensaio. A
esses volumes foram adicionados agua destilada em quantidade decrescente
3,45; 3.4; 3,3; 3,2; 3,1; 3,0; 2,9 e 2,8 mL respectivamente, 0,25 mL da solucao
de Folin-Denis (ANEXO A), 0,5 mL da solugdo de carbonato de so6dio saturado
(Na,CO;) (ANEXO B), sendo adicionado ao final 0,75 ml de 4dgua. Totalizando
5 mL por tubo. Esperou-se 30 minutos para reagdo, e foram realizadas as leituras
no espectrofotdometro a 760 nm.

As amostras foram processadas em duplicata. Para a quantificacdo de
fenois totais foram transferidos 0,05 mL do extrato bruto para um tubo de
ensaio, 3,45 mL de agua destilada, 0,25 mL de reagente Folin-Denis, 0.5 mL de
solugdo saturada de carbonato de sodio e 0,75 mL de agua, formando uma
mistura de cor azul (Figura 1). Apdés 30 minutos foi realizada a leitura da

absorbancia em espectrofotdmetro a 760 nm, modelo uv-vis, Quimis.
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Figura 1 Doseamento de fendis totais por Folin-Denis

2.5 Doseamento de fendis totais pelo método de Folin-Ciocalteau

As analises de fenois totais por Folin-Ciocalteau foram realizadas no
Laboratorio de Ciéncia dos Alimentos da Universidade Federal de Lavras,
Lavras-MG.

Utilizou-se metodologia de Waterhouse (2002), com algumas
modificagdes. Para preparo da curva padrio foi utilizada solugdo alcoolica de
acido tanico 100mg/50mL (Solu¢do mae 1). Retirou-se dessa solugdo 5 mL e
completou-se o volume para 50 mL de etanol absoluto (Solugdo intermediaria).
Retirou-se aliquotas de 0,3; 0,5; 0,7; 0,9 ¢ 1,1 ml da solug¢do intermediaria,
sendo o volume completado para 2 ml (Solugdo mae 2). Dessas solu¢des foram
retirados 0,5 ml acrescidos de 2,5 mL da solucdo de Folin-Ciocalteau (Sigma-
Aldrich) a 10% (v/v) e 2,0 mL da solucdo de Carbonato de sodio a 4% (m/v),
sendo essa mistura protegida da luz e apds 30 minutos foi medida a absorbancia

em espectrofotdometro Varian, Cary 50 Probe em 760 nm.
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Para a quantificacdo de fendis nas amostras, foram retirados 0,5 mL de
cada extrato, acrescidos de 2,5 mL da solug@o de Folin-Ciocalteau a 10% (v/v) e
2,0 ml da solugdo de Carbonato de sédio a 4% (m/v), sendo protegidos da luz e

apos 30 minutos foi medida a absorbancia em espectrofotometro em 760 nm.

2.6 Doseamento de taninos totais através do método de difusdo radial

As andlises de taninos foram realizadas no laboratorio de
Farmacobotanica e plantas medicinais, no Departamento de Farmdicia da
Universidade Federal de Sao Jodo Del Rey, UFSJ — Campus de Divindpolis-
MG.

Utilizou-se o método de difusdo radial segundo Hagerman (1987). Uma
solugdo de 50 mM de acido acético e 60 pM de acido ascorbico foi preparada,
sendo o pH ajustado para 5,0 pela adicdo de NaOH. O gel foi preparado
utilizando agarose (tipo I) (Sigma-Aldrich) 1% (p/v) na solucdo descrita
previamente. A mistura foi aquecida sob agitag@o até entrar em ebuli¢do para a
completa homogeneizagdo da agarose e resfriada até a temperatura de 45°C,
sendo adicionada posteriormente albumina sérica bovina (BSA) fragdo V livre
de acidos graxos (Sigma-Aldrich) na concentragdo de 0,1% (p/v). Aliquotas de
15,1 mL da solu¢do foram distribuidas em placas de Petri com 13,5 cm de
diametro e deixadas em bancadas niveladas para obter camadas uniformes de gel
até solidificacdo total. Utilizando um perfurador de 4,5 mm de didmetro foram
feitos cavidades, distando 2 cm um do outro e das bordas das placas.

Para a obtencdo da curva padrio preparou-se uma solugdo aquosa de
acido tanico com concentragao de 25 mg/mL. Aliquotas de 1; 4; 8; 12; 16; 20 e
24 uL foram colocadas nos pogos em triplicata e os diametros dos halos medidos

apo6s 72 horas.



54

Para o preparo das amostras foram retirados 5 mL dos extratos
previamente preparados, os quais foram concentrados em chapa a 50°C e
posteriormente ressuspendido com 0,5 mL de metanol a 50% (v/v). Para a
dosagem de taninos nas amostras foram utilizados 15 pl de cada extrato
aplicadas aos pocos em triplicata, conforme Figura 2, e esperadas 72 horas para

reacao.

Figura 2 Placa de doseamento de taninos

O ensaio descrito se baseia na propriedade que os taninos possuem de
formarem complexos estaveis com proteinas, formando um anel claramente
visivel cuja area ¢ linearmente proporcional a quantidade de tanino que foi
colocada no pogo, os diametros foram medidos em dois pontos com o auxilio de

régua e tiradas as médias.
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2.7 Analise estatistica

Foi realizado o Teste de Bartlett a 5% para verificar a homogeneidade de
variancias e também o teste Shapiro-Wilk a 5% para verificar a normalidade dos
residuos. Na avaliacdo do experimento considerou delineamento inteiramente
casualizado em esquema fatorial, sendo 2 metodologias distintas para
quantificagdo de fenois totais em 7 classes de didmetro, considerando-se o valor
central de cada classe diamétrica. Para o fator quantitativo (Centro de classe) foi
utilizada a analise de regressdo por polindmios ortogonais, considerando-se o
nivel de significancia de 5%.

Considerou delineamento inteiramente casualizado para analisar a
influéncia do fator diametro nos valores de fendis totais e taninos.

Foram feitas correlagdes lineares de Pearson entre metodologias de
fenois totais, e entre cada metodologia e teores de taninos, e analise de regressao
e ajustes dos modelos lineares, considerando teste F a 5% de significancia. As
analises foram feitas utilizando o software estatistico R versdao 2.11.0 (THE R

DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Na Tabela 2 encontram-se os valores médios de fendis totais obtidos
empregando-se as metodologias de Folin-Denis e Folin-Ciocalteau, bem como
valores médios taninos por classe diamétrica. Os valores entre parénteses

correspondem aos coeficientes de variacao (%) dentro das classes de diametro.

Tabela 2 Valores médios de Fendis e taninos totais

VCD Fenol total Fenol total Taninos Totais
(cm) Folin-Denis (%) Folin-Ciocalteau (%) Difusdo Radial (%)
7,5 10,91 (13,14) 9,94 (10,26) 7,52 (10,01)
12,5 11,43 (13,62) 10,83 (13,64) 8,12 (9,68)
17,5 11,50 (9,21) 11,22 (9,07) 9,03 (7,10)
22,5 12,45 (17,20) 11,77 (14,48) 9,13 (11,11)
27,5 12,23 (8,13) 12,30 (7,90) 10,08 (15,46)
32,5 13,01 (12,17) 12,33 (13,95) 11,79 (15,58)
37,5 14,09 (7,64) 13,71 (7,75) 12,05 (10,12)

Média 12,23 11,73 9,67
CV 8,85% 10,37% 17,93%

* VCD: Valor central da classe diamétrica. Os valores entre parénteses correspondem
aos coeficientes de variagdo dentro da classe diamétrica.

Verifica-se que os maiores coeficientes de variagao de fendis para ambas
as metodologias sd3o encontrados na classe correspondente ao valor central de
22,5 c¢cm, sendo de 17,20% para Folin-Denis e 14,48% para Folin-Ciocalteau, e
os menores valores foram encontrados na classe correspondente ao valor central
de 37,5 cm, sendo de 7,64% para Folin-Denis e de 7,75% para Folin-Ciocalteau,
o que confirma que a variacdo dentro das classes ¢ devido aos diferentes
individuos coletados, mostrando a semelhanga do comportamento dos métodos.
Mesmo se tratando de individuos de mesma espécie sdo encontradas variagdes
nos teores de compostos fenolicos dentro das classes de didmetro, devido ao fato

das arvores serem constituidas de material muito heterogéneo.
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Os valores médios de fenois totais foram de 12,23 e 11,73% para as
metodologias de Folin-Denis e Folin-Ciocalteau respectivamente. Apesar dos
valores de fendis totais por Folin-Denis terem sido, na maioria das amostras,
maiores que os valores de fenodis por Folin-Ciocalteau ndo foi encontrada
diferenca estatistica significativa entre as metodologias de quantificagdo de
fenois totais, bem como interagdo entre as metodologias e as classes diamétricas.
Encontrou-se diferenca significativa apenas para a fonte de variagdo classe
diamétrica. A Analise de variancia esta apresentada no ANEXO C.

A producdo média de taninos totais por difusdo radial foi de 9,67%, a
Figura 3 representa os halos formados na placa de petri apds 72 horas de reagdo

tanino-proteina.

Figura 3 Formacao dos halos na reagéo tanino-preteina

Mariano et al. (2010) encontraram valores médios de teor de taninos
condensados 14,76% para casca de Anadenanthera peregrina, resultado maior
que ao encontrado neste estudo pelo método de difusdo radial, que foi de 9,67%.
Tais resultados maiores encontrados podem ser devido ao fato de a metodologia

de Stiasny levar em consideragdo a mensuracdo de compostos fendlicos nao
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tanicos, superestimando os valores em taninos. Segundo Hagerman (1987), uma
grande vantagem da metodologia de difus@o radial ¢ que fenois ndo ténicos
como flavonoides, acidos benzoicos, ou acidos hidroxicindmicos nio interferem
no ensaio.

Observou-se pela Analise de Variancia (ANEXO D) que para a variavel
teor de taninos totais, a fonte de variacdo valor central da classe diamétrica
apresentou diferenga estatistica significativa.

A maior produgdo de fendis totais e taninos foi encontrada na classe
correspondente ao valor central de 37,5cm, e menores valores na classe
correspondente ao valor central de 7,5 cm. Nas Figuras 3 e 4 estdo apresentados
os graficos de regressdo linear simples, modelos de regressao de primeiro grau e
seus coeficientes de determinagdo, entre valores de fenol total com valor central
da classe (R* = 0,952) e valores de taninos com valor central da classe (R? =
0,955), respectivamente. Nota-se aumento nos teores de fendis totais e taninos
com aumento do didmetro do fuste das arvores, se relacionaram de forma linear.
Pelo grafico pode-se ver a influéncia do didmetro e idade na produgdo desses
compostos.

15,0 H

Fenol (%) =0.102VCD+ 9.665

14.0 1 R2= 0,952 g

—
[9%]
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12.0

11,0

Fenol total (%)

10,0 A

9.0 A

8.,0 T T T

T T 1
7.5 12,5 17.5 225 27.5 32.5 37

Valor central da classe diametrica (cin)

Figura 3 Regressao linear entre fendis totais e valor central da classe
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Figura 4 Regressao linear entre Taninos e valor central da classe

Cabral et al. (2010), estudando a influéncia de altura, didmetro e
espessura de casca nos teores de taninos e fendis totais em cascas de
Myracrodruon urundeuva (Aroeira — Anacardiaceae) e Sideroxylon obtusifolium
(Quixabeira — Sapotaceae), verificou que nao houve diferenca estatisticamente
significativa entre os teores de taninos observados para as diferentes classes
diamétricas e de espessura da casca para ambas as espécies (p > 0,05). Neste
estudo, as classes diamétricas foram divididas de 3,00 a 4,99; 5,00 a 6,99; 7,00 a
8,99; 9,00 a 10,99 ¢ 11,00 a 12,99 cm para a espécie Myracrodruon urundeuva e
de 0 a 1,99; de 2 a 3,99 e de 4 a 5,99 cm para Sideroxylon obtusifolium
respectivamente.

Teixeira et al (1990) avaliaram a variag@o do teor de taninos da casca do
caule de Stryphnodendron adstringens (Barbatimdo — Fabaceae) em fungdo de
classes diamétricas. Essa separacdo foi feita em grupos de individuos com caules
de diametro de 5-10 cm, 10-15 cm e 15-20 cm. Neste estudo ndo foi encontrada

evidéncia da influéncia do diametro a altura do peito sobre o teor de taninos.
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A Figura 5 representa a regressdo linear e correlagdo entre as
metodologias de quantificagdo de fenodis totais, por Folin Denis e Folin-
Ciocalteau ¢ modelo de regressdo, verificando um elevado coeficiente de
determinagdo e correlacdo de Pearson, considerando-se teste t a 5% de
significancia (R* = 0,997; r= 0,92). O coeficiente de correlagdo de 92% confirma
a semelhanga encontrada entre as metodologias de quantificacdo de fendis.
Verifica-se que os valores de fendis por Folin-Denis sdo em sua maioria maiores
que os valores de fendis por Folin-Ciocalteau, devido ao fato de o método de
Folin-Denis nao fazer distingdo entre compostos fenodlicos e outros materiais
redutores ou antioxidantes, como o acido ascorbico, formando precipitados que
interferem na leitura espectrofotométrica (SCHOFIELD; PELL; MBUGUA,

2001), porém as metodologias sdo estatisticamente iguais.

16,0 -
FenolFC (%) = 0,958FenolFD (%) .
S R=0.997
£ 14,0 A =092
2 Syx=15.,49 %

120 1

10,0

Fenol Folin-Ciocalt

8,() T T T 1
8.0 10,0 12,0 14.0 16,0
Fenol Folin-Denis (%)

Figura 5 Regressao linear entre as metodologias de quantificagdo de fendis totais

As Figuras 6 e 7 representamm a regressao linear entre o teor de taninos
e as metodologias de quantificagdo Folin-Ciocalteau e Folin-Denis
respectivamente. Nota-se uma maior correlagdo para a metodologia de Folin-

Ciocalteau (r = 0,77) e um menor erro padrdo da média (Syx = 13%), tais
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resultados sdo obtidos devido aos menores valores de fendis encontrados para
esta metodologia na grande maioria das amostras analisadas, quando comparada
com a metodologia de Folin-Denis, verificando assim uma maior proximidade
entre os valores de fenois totais por Folin-Ciocalteau e taninos. A diferenga entre
os fendis totais e taninos correspondem a outros compostos de natureza fendlica
presente nos vegetais, como os flavonoides e seus derivados, acidos fenolicos,

cumarinas, estilbenos, lignanas, entre outros.

16.0 - Taninos (%) = 0.826FenolFC (%)
R==10,98
14,0 1 =077 *
Syx=13,00% & o
=120 A1
z
=210,0 1
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= 8,0 -
6,0
—1{} T T T 1

3.0 10.0 12,0 14,0 16,0

Fenol Folin-Ciocalteau (%)

Figura 6 Regressdo linear entre teores de taninos e teores de fendis totais por
Folin-Ciocalteau
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Figura 7 Regressao linear entre teores de taninos e teores de fenois totais por
Folin-Denis

Esse comportamento é devido ao fato de nem todos os compostos
fendlicos serem taninos, existindo nas cascas de Anadenanthera peregrina
outros extrativos de natureza fendlica, comprovando a eficiéncia da metodologia
de difusao radial.

O teor de taninos pelo método de Difusdo Radial e teores de fendis totais
por Folin-Ciocalteau e Folin-Denis se relacionaram de forma linear, sendo que
os teores absolutos do ensaio de Difusdo Radial sdo menores do que os teores
obtidos pelo ensaio de Folin-Ciocalteau e Folin Denis. Esse comportamento foi
encontrado devido ao fato de as metodologias serem baseadas em diferentes
propriedades quimicas dos taninos. No ensaio de difusdo radial os taninos
contidos na amostra reagem com a proteina contida no gel formando complexos
insoltaveis, estaveis e claramente visiveis a olho nu, sem necessidade de adi¢ao
de corante (HAGERMAN, 1987). Ja nos ensaios de Folin-Ciocalteu e Folin-

Denis, os fenois presentes na amostra, em meio alcalino, reagem com os acidos
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fosfotungistico e fosfomolibdico contidos nos reagentes, formando compostos
de coloragdo azul que sdo quantificados por meio de leitura espectrofotométrica
(AMORIM et al., 2008). Os menores valores de taninos sdo devido ao fato de
todos os taninos serem compostos fendlicos, porém nem todos os compostos
fendlicos sdo taninos. A diferenca entre os fenois totais e taninos correspondem
aos outros extrativos de natureza fendlica presentes nas cascas de

Anadenanthera peregrina.
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4 CONCLUSOES

Os valores médios encontrados de fendis totais foram de 12,23% e
11,73% para as metodologias de Folin-Denis e Folin-Ciocalteau
respectivamente. O valor médio de taninos totais foi de 9,67%.

Nao foi encontrada diferenga entre as metodologias de quantificacdo de
fendis totais. Indica-se entdo a metodologia de Folin-Denis, tendo em vista que a
mesma utiliza uma menor quantidade de reagente.

O parametro, didmetro a altura do peito relacionou positivamente de
maneira linear nos teores de fendis totais e taninos na espécie estudada.

Esse comportamento positivo e linear dificulta a utilizagdo de individuos
provenientes de desbaste florestal, tendo em vista que os menores individuos
possuem menores produgdes em fendis e taninos totais.

O método de difusdo radial pode ser utilizado com seguranca ja que este
se apresentou eficaz, sendo os valores encontrados para taninos menores que 0s
de fendis totais, ndo necessitando de equipamentos sofisticados, sendo de facil
execugdo e possuindo baixo custo, portanto ideal para estudos que utilizam

grande nimero de amostras.
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CAPITULO 3 Rendimento gravimétrico em taninos condensados nas cascas
de Anadenanthera peregrina
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RESUMO

Diversas sdo as espécies de angico ocorrentes no Brasil, das quais se
extrai, da casca, o tanino, entre as espécies encontra-se o Angico-vermelho. Os
taninos sdo metabolitos secundarios de natureza fenodlica, produzidos pelos
vegetais. O objetivo deste trabalho foi determinar o rendimento gravimétrico em
taninos condensados na casca de Anadenanthera peregrina em diferentes classes
diamétricas. Coletou-se amostras de cinquenta e nove arvores de Anadenanthera
peregrina, a 1,30 m do solo (DAP), distribuidas em sete classes diamétricas. As
cascas foram secas ao ar livre e trituradas em moinho martelo. Foram feitas
amostragem composta, misturando os individuos de cada classe para o preparo
do extrato. A extracdo foi feita utilizando-se agua, na relagdo 15:1 (v/p),
adicionados 3% de sulfito de sodio (p/p) em banho-maria a 70°C por um periodo
de 4 horas. O material foi filtrado empregando-se coador de pano fino e
concentrado em chapa de aquecimento a aproximadamente 150 mL. Foi
determinada a massa do extrato e retirada 10 g para a determinacdo do teor de
solidos e 20g para a determinacdo do indice de Stiasny, conforme metodologia
utilizada por Guangcheng, Yunlu e Yazaki (1991), com algumas modificagdes
(MORI, 2000). Os valores médios de teor de sélidos totais, indice de Stiasny,
teor de tanino condensado e teor de compostos ndo tanicos foram de 11,34;
75,79; 12,76 e 4,07% respectivamente. O teor de solidos, indice de Stiasny, teor
de compostos ndo tanicos apresentaram diferencas significativas entre as classes
diamétricas a 5% de significancia. J& para a producdo de taninos condensados, o
parametro classe diamétrica nao influenciou significativamente.

Palavras-chave: Taninos. Anadenanthera peregrina. Cascas.
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ABSTRACT

There are several species of angico occurring in Brazil, which is
extracted from the bark, tannin, between species is the red-angico. Tannins are
secondary metabolites from phenolic nature, produced by plants. The objective
of this study was to determine the gravimetric yield of condensed tannins in the
bark of Anadenanthera peregrina in different diameter classes. Fifty-nine trees
samples were collected of Anadenanthera peregrina, at 1.30m of the ground
(DBH), distributed in seven diameter classes. The barks were air dried and
crushed in hammer mill. Composite sample was made by mixing individuals
from each class to prepare the extract. The extraction was done using water in
the ratio 15:1 (v/w), added 3% sodium sulfite (w/w) in water-bath at 70°C for a
period of 4 hours. The material was filtered using fine cloth strainer and
concentrated on a heating plate at approximately 150 mL. It was determined the
extract mass and removed 10 g for determining solids content and 20g for
determining the Stiasny index according to the methodology used by
Guangcheng; Yunlu and Yazaki (1991) with some modifications (MORI, 2000).
The average values of total solids content, Stiasny index, condensed tannin
content and the compound content non-tannin were 11.34; 75.79; 12.76 and
4.07% respectively. The content solids, Stiasny index, compound content non-
tannin show significant differences between diameter classes at 5% significance
level. As for the condensed tannins production, the diameter class parameter
there was no significant influence.

Keywords: Tannins. Anadenanthera peregrina. Bark.
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1 INTRODUCAO

Comumente conhecida como angico, angico-vermelho, Anadenanthera
peregrina é uma espécie pioneira, pertencente a familia Leguminosae-
Mimosoideae (Mimosaceae), possuindo ampla distribui¢do geografica. Ocorre
em Florestas Semideciduas e na transi¢do com o Cerrado, nos Estados do
Tocantins, Goias, Bahia, Minas Gerais, Rio de Janeiro, Sdo Paulo, Mato Grosso
e Mato Grosso do Sul (LORENZI, 1998).

Entre as espécies produtoras de taninos se destacam as espécies de
Angico, pertencentes a familia Fabaceae, subfamilia Mimosoideae. Diversas sdo
as espécies de angico ocorrentes no Brasil, das quais se extrai, da casca, o tanino
(AFONSO, 2008). Segundo o mesmo autor, a casca de Angico ¢ um dos
principais produtos ndo madeireiros ocorrentes no Cerrado.

A utilizag@o das cascas de Angico-vermelho para extragdo de taninos ¢é
uma alternativa economicamente viavel, tendo em vista a ampla gama de
utilizagdes possiveis dos taninos e por se tratar de uma espécie pioneira, de
rapido crescimento, o que promove uma reducgdo nos residuos da indudstria de
transformacdo da madeira e promove um maior valor agregado as cascas.

Os taninos vegetais ou naturais sdo por definicdo substincias que
apresentam a propriedade de se associar ¢ de se combinar com proteinas € com
certos poliois. Esse comportamento ¢ a base das propriedades tanantes que eles
exercem sobre o colageno da pele dos animais ao curso de sua transformagao em
couro (PIZZI, 1993). Sdo encontrados em todos os érgdos dos vegetais, como
folha, fruto, semente, casca e madeira, sendo na casca encontrado em maiores
percentuais, pois desempenha funcdo de protecao ao vegetal.

Os taninos estdo presentes na maioria das plantas ¢ podem variar de
concentracao nos tecidos vegetais, dependendo da idade, do 6rgao da planta

coletado, da época ou, ainda do local de coleta.
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Os taninos sdo classificados, de acordo com sua origem biossintética, em
dois grupos: a) os taninos hidrolisaveis, encontrados em dicotiledoneas lenhosas
e herbaceas, que sdo caracterizadas por um nucleo (glicose) esterificado com
acidos galicos (galotaninos), ou acidos elagicos (elagitaninos), formado a partir
da rota metabodlica do &cido chiquimico e¢ b) os taninos condensados ou
proantocianidinas, que ocorrem principalmente em gimnospermas ¢
angiospermas ¢ sdao polimeros da flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol, derivados do
metabolismo de fenilpropanoides (BRUNETON, 1991).

Além das fungdes biologicas desempenhadas, os taninos sdo utilizados
no curtimento do couro, na indistria farmacéutica, alimenticia, producao de
tintas, purificacdo de aguas residuais e industrias de adesivos naturais para
madeira.

As industrias de painéis de madeira utilizam adesivos sintéticos devido a
sua excelente qualidade, porém a crise do petroleo, na década de 70, promoveu
um aumento no preco dos produtos de origem petrolifera, surgindo assim o
interesse de alternativas mais rentaveis e de fontes renovaveis. A partir dessa
data, varias pesquisas foram desenvolvidas com o objetivo de substituir, parcial
ou totalmente, os adesivos comerciais convencionais, taiS como ureia-
formaldeido e fenol-formaldeido, e dentre as fontes naturais destacam-se os
taninos vegetais, por terem capacidade de reagir com o formaldeido e, também,
pela facilidade de extracdo (CARNEIRO et al., 2010).

Adesivos a base de taninos s3o obtidos reagindo-se flavonoides
poliméricos de origem natural, ou seja, taninos condensados, com um aldeido,
normalmente o formaldeido, como agente ligante (PIZZI, 1994). Para a
producdo dos adesivos a base de taninos, sdo utilizados os taninos condensados,
pois sdo quimicamente mais estdveis e economicamente mais viaveis. Esses
taninos sdo constituidos de uma mistura de flavonoides polimerizados, de pesos

moleculares variados, chamados genericamente de proantocianidinas
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(CARNEIRO et al., 2009). Os taninos condensados constituem mais de 95% da
produgdo mundial de taninos comerciais (GUANGCHENG; YUNLU; YAZAKI,
1991).

Os taninos hidrolisaveis podem ser utilizados como substitutos parciais
do fenol na produgdo de resinas e¢ adesivos a base de fenolformaldeido. Apesar
de apresentarem comportamento quimico semelhante aos fenois substituidos, os
taninos hidrolisaveis possuem certas propriedades indesejaveis, como baixa
reatividade, com formaldeido e baixo carater nucleofilico. Essas caracteristicas
quimicas, associadas a limitada produgdo mundial, impede que eles sejam
efetivamente utilizados para a producao de adesivos fenolicos (PIZZI; MITTAL,
2003).

O método de Stiasny nao fornece a percentagem exata de material
fenolico no extrato, entretanto esse método é amplamente utilizado, pois tem a
vantagem de fornecer uma medida comparativa da quantidade de taninos que ¢
capaz de reagir com formaldeido, sob condi¢cdes de formacdo de adesivos
(PIZZ1, 1983).

Diante disso, o presente estudo teve como objetivo, determinar o
rendimento gravimétrico em taninos condensados nas cascas coletadas de
plantas com diferentes diametros, a fim de determinar a influéncia desse
parametro na producdo de taninos, bem como o teor de solidos, nos indices de

Stiasny e nos teores de compostos néo tanicos.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 Caracterizacdo da area de estudo

O plantio de Angico pertence a uma area experimental do Campus da
Universidade Federal de Lavras (Lavras-MG). A cidade de Lavras localiza-se na
regido Sul do Estado de Minas Gerais, a latitude de 21° 14’ sul e longitude
45°00° oeste, a uma altitude média de 900 m. Segundo a classificagdo de
Ko6ppen, o clima é Cwa. A temperatura média anual do ar é de 19,4 °C e o total

anual de precipitacdo pluvial de 1530 mm (BRASIL, 1992).

2.2 Coleta e preparo do material

Coletou-se cascas externas de Anadenanthera peregrina na altura de
1,30 m do solo (DAP) tomando-se cuidado para ndo atingir o cambio vascular.
A coleta foi realizada com o auxilio de facdo, retirando-se lascas de
aproximadamente 10 cm de comprimento por 3 cm de largura, de maneira
intercalada ao longo do perimetro do fuste, de maneira a evitar o contorno total
do mesmo. Foram coletadas, amostras de cinqiienta e nove arvores, distribuidas
em sete classes diamétricas, conforme pode ser visto na Tabela 1. Os individuos
coletados ndo pertenciam a borda do fragmento. O periodo de coletada foi em

julho de 2011.
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Tabela 1 Caracteristicas diamétrica do plantio de Anadenanthera peregrina e
dos individuos utilizados na etapa experimental

Intervalo das VCD Diametro médio  Altura média das NL}mero de
classes (cm) (cm) das amostras (cm) amostras (m) arvores

amostradas
5a9,99 7,5 7,15 (11,90%) 8,0 (15,11%) 14
10 a 14,99 12,5 12,04 (10,63%) 10,94 (17,76%) 9
152a19,99 17,5 16,54 (3,58%) 14,0 (17,90%) 8
20 a 24,99 22,5 22,27 (4,83%) 14,61(16,40%) 9
252a29,99 27,5 27,23 (4,90%) 15,86 (14,53%) 7
30 a 34,99 32,5 31.17 (3,11%) 17,0 (15,22%) 6
35a39,99 37,5 37,25 (2,62%) 18,33(10,15%) 6

VCD: Valor central da classe diamétrica; Os valores em parénteses correspondem aos
coeficientes de variacdo dentro das classes diamétricas.

As cascas foram secas ao ar livre e moidas em moinho martelo. Apos a
moagem, as amostras foram armazenadas em sacos de papel abertos e mantidas
em sala de climatizacdo com temperatura e umidade relativa do ar constantes (20
+ 2 °C e 60 + 5%) até massa constante. Posteriormente, foi determinada a

umidade na base seca pelo método da estufa.

2.3 Preparo dos extratos e quantificacdo de taninos

Foram realizadas analises compostas para cada classe, sendo a classe 1
analisada em um unico extrato, ¢ as demais classes em duplicata. Utilizou-se na
extragdo o correspondente a 100g de casca moida, adicionados 3g de sulfito de
sodio Na,SO; e 1.500 mL de agua destilada, em béquer de 2000 mL, relagao de
15:1 (v/p), levados em banho-maria a temperatura de 70°C, a pressao
atmosférica durante quatro horas. Apds a extracdo, o material foi filtrado

empregando-se um coador de pano fino conforme Figura 1.



76

Figura 1 Filtragem do extrato utilizando-se tecido de flanela

O filtrado foi concentrado por evaporagdo até um volume de
aproximadamente 150 mL, utilizando-se uma chapa de aquecimento e capela de
refluxo de ar. A massa do extrato foi determinada e foram retiradas duas
amostras de 10 g para a determinag@o do teor de solidos e duas amostras de 20 g
para determinacdo do indice de Stiasny. Para a determinagdo do teor de solidos
(%), as amostras foram levadas a estufa, a uma temperatura de 103 + 2°C até
massa constante, sendo entdo obtido pela relacdo da massa seca com a massa

umida (inicial) da amostra, multiplicando por 100, conforme Equagao 1.

TST (%} = == x 100 (1)

Em que:
TST ¢ o teor de solidos totais, em porcentagem;
MS ¢ a massa da aliquota seca;

MU ¢ a massa inicial da aliquota.
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O indice de Stiasny foi determinado empregando-se o procedimento
adotado por Mori (2000) adaptado de Guangcheng, Yunlu e Yazaki, (1991), com
algumas modificagdes. A cada amostra de 20 g que foi retirada do extrato
concentrado, adicionaram-se 10 g de dgua destilada, 4 ml de formaldeido (37%
m/m) ¢ 2 mL de HCI 10 N. Essa mistura foi aquecida durante 35 minutos sob
refluxo (Figura, 2).

Figura 2 Chapa de aquecimento sob refluxo

Apods o término da reagdo, o extrato foi filtrado em filtro de vidro
sinterizado de porosidade n° 2 (Figura 3) e colocado em estufa a temperatura de

103 £+ 2°C até massa constante.
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Figura 3 Bomba de vicuo para filtragem do material precipitado com
formaldeido

Apos obter a massa seca do precipitado, calculou-se o indice de Stiasny

conforme Equagao 2:

M
18 (%) m ﬁ: ®1Q0 2

Em que:
IS: Indice de Stiasny (%)
M1: Massa total de s6lidos em 20 g de extrato (g)

M2: Massa seca do precipitado tanino-formaldeido (g)

O rendimento em soélidos foi obtido multiplicando-se o teor de sélidos
(g) pela massa de cada extrato. Para se obter o rendimento gravimétrico em

taninos (%), foi multiplicado o rendimento em sélidos pelo respectivo indice de
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Stiasny de cada extrato. O rendimento em componentes ndo tanicos foi obtido

pela diferenca entre o rendimento em solidos e o rendimento em taninos.

2.4 Andlise estatistica

Foi realizado o Teste de Bartlett a 5% para verificar a homogeneidade de
variancias e também o teste Shapiro-Wilk a 5% para verificar a normalidade dos
residuos.

Na avaliagdo do experimento considerou-se o delineamento inteiramente
casualizado (DIC), tendo como fator de variagdo o valor central da classe. Os
dados foram submetidos a andlises de varidncia a 5% de significancia e quando
verificada diferengas estatisticas significativas foi realizada a analise de
regressao linear simples.

Foram feitas analises de correlagdo linear de Pearson a 5% de
significancia, entre indice de Stiasny e teor de compostos ndo tanicos. As
analises foram feitas utilizando o software estatistico R versdao 2.11.0 (THE R

DEVELOPMENT CORE TEAM, 2008).
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO
Os valores médios de teor de solidos totais (TST %), indice de Stiasny
(IS %), teor de taninos condensado (TTC%) e teor de compostos ndo tanicos

(TNT %) estdo demonstrados na Tabela 2.

Tabela 2 Valores médios pelo método de Stiasny

VCD (cm) TST (%) 1S (%) TTC (%) TNT (%)
75 11,89 71,54 12,76 5,08
12,5 11,23 71,61 12,07 4,77
17,5 12,97 77,33 14,10 4,12
22,5 10,75 77,86 12,55 3,56
27,5 11,03 77,63 12,86 3,69
32,5 10,38 78,78 12,26 3,30
37,5 11,16 75,75 12,74 4,00

Média 11,34 75,79 12,76 4,07
CV (%) 7,53 3,08 5,12 15,85

VCD: Valor central da classe diamétrica (cm); TST: Teor de sélidos totais; IS: Indice de
Stiasny; TTC: Teor de tanino condensado; TNT: Teor de compostos ndo tanicos; CV:
Coeficiente de variagdo.

O teor de sdlidos totais, o qual expressa a quantidade de extrativos totais
presentes nas amostras analisadas, foi em média de 11,34%. O indice de Stiasny,
quantidade de substancias do extrato total que reagiu com o formaldeido em
meio acido, foi em média de 75,79%. O teor de taninos condensados, que indica
a propor¢ao de taninos presente nos materiais analisados, foi em média de
12,76%. O teor de compostos ndo tanicos médio foi de 4,07%. Para a producao
de adesivos naturais para madeira sdo desejaveis maiores indices de Stiasny e
menores teores de compostos nao tanicos.

Carneiro (2006), utilizando-se 3% de sulfito de sodio, encontrou valores
médios de teor de sélidos, indice de Stiasny, teor de taninos condensados e teor
de compostos ndo tanicos de 28,75%, 82,2%, 22,77% e 5,98% respectivamente

para Anadenanthera peregrina. Esse maior desempenho pode ter sido obtido
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pelo fato da extracdo ter sido feita em autoclave (70°C) e granulometria
padronizada entre 40 e 60 mesh, sendo que quanto menor a granulometria da
amostra maior sera a eficiéncia de extragdo, pois maior sera a superficie de
contato entre a amostra e o solvente.

Mariano et al. (2010) encontraram valores médios de teor de solidos,
indice de Stiasny, teor de taninos condensados e teor de compostos ndo tanicos
de 12,29%, 79,33%, 14,76% e 3,86% respectivamente para casca de
Anadenanthera peregrina, utilizando-se 3% de sulfito de sodio, 70°C de
extracdo por 3 horas, sendo as cascas moidas em moinho Willey, sendo obtidas
particulas mais finas.

O efeito do valor central da classe diamétrica foi significativo para o
teor de solidos totais, indice de Stiasny e teor de compostos ndo tinicos, ndo
havendo diferenga significativa para teor de taninos condensados pelo teste F a
5% de significancia (ANEXO E). O teor de tanino condensado ndo foi
influenciado pelo fator valor central da classe diamétrica, sendo seus valores
iguais estatisticamente na medida em que se aumenta o didmetro a altura do
peito (Tabela 2).

A Figura, 4 representa a regressdo linear simples entre teor de solidos
totais e o valor central da classe diamétrica. Verifica-se que teor de sélidos totais
apresentou tendéncia de diminui¢cdo com o aumento do valor central da classe
diamétrica, porém o modelo de regressdo em nivel de 5% de significancia foi
ndo significativo. O modelo da regressdo foi significativo em nivel de 6% de

significancia, porém apresentou baixo coeficiente de determinagdo (R* =0,274).
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14.0 - TST (%) =-0.0415VCD+ 12.278
R==0.2749
T 13.0 A °*
= 12,0 g
2
Z
o 11.0 1 * ¢
E *
2
=100 . . . . . .
7.5 125 17.5 225 27.5 325 375

-

Valor central da classe diamétrica (cm)
Figura 4 Regressao linear entre o valor central da classe e o teor de solidos totais

O modelo de regressao linear entre teor de sdlidos totais e valor central
da classe diamétrica foi pouco significativo.

A figura 5 representa a regressdo de segundo grau, modelo parabdlico
entre o valor central da classe e o Indice de Stiasny. Verifica-se um aumento nos
indices de Stiasny até aproximadamente a classe correspondente ao valor central
de 22,5 cm, tendendo a estabilizagdo e posterior reducdo do indice de Stiasny

com o aumento do valor central da classe diamétrica.
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Figura 5 Regressdo parabolica entre o valor central da classe e o indice de
Stiasny

As arvores mais novas sintetizam compostos fenélicos mais simples, ou
seja, os fenodis simples e acidos fenolicos, e, & medida que aumenta sua idade
aumenta a polimerizacdo desses compostos formando os polimeros, que sdo os
taninos e a lignina. Essa polimerizagdo tende a se estabilizar e diminuir ao longo
da idade da arvore.

Esse comportamento dificulta a utilizagdo de individuos provenientes de
desbaste para a produg@o de adesivos de madeira, pois nota-se que a producdo
nos individuos na classe de 7,5 cm foi em média de aproximadamente 71% e nos
individuos da classe de diametro de 27,5 cm foi de aproximadamente 78%.
Indica-se entdo, para a produgdo de adesivos para madeira que o didmetro dos
individuos esteja na faixa de 22,5 até 32,5 cm, pois a partir desse ponto o indice
de Stiasny tendeu a diminuigdo, conforme Figura 5.

Derivando-se 0 modelo ajustado observa-se que o maior valor para o
indice de Stiasny (aproximadamente 78%) esta compreendido para as arvores

com didmetro a altura do peito médio de 27,60 cm.
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A Figura 6 representa a regressdo de segundo grau, modelo parabdlico
entre o teor de compostos ndo tanicos € o valor central da classe a 5% de
significancia. Verifica-se uma redug@o nos teores de compostos ndo tanicos na

medida em que se aumenta o valor central da classe diamétrica.

55
_ TNT (%) =0.0037VCD?- 0.2123VCD + 6.627
= R==0.9025
Ss50¢
= 'S
=
E 45
=]
1
=
w

L 4
3() T T T T T

Teor de composto
)

(9]
—~1
LA

7.5 12.5 17.5 22.5 27.5 325

Valor central da classe diamétrica (cm)

Figura 6 Regressdao parabolica entre o teor de compostos ndo tanicos e o valor
central da classe

Esse comportamento pode ser explicado da mesma maneira que para o
indice de Stiasny. As arvores mais novas sintetizam compostos fenolicos mais
simples, ¢ @ medida que aumenta sua idade aumenta a polimerizagdo desses
compostos formando os polimeros, que sdo os taninos, reduzindo assim a
quantidade de compostos ndo tanicos no material. A partir da classe
correspondente ao valor central de 22,5 cm a quantidade de compostos nao
tanicos tende a estabilizar e a partir da classe correspondente ao valor central de
32,5 tende a aumentar.

Para a produgdo de adesivos para madeira, indica-se a utilizacdo de
individuos com menores percentuais em compostos nao tanicos, ou seja, aqueles

que apresentam diametro a altura do peito médio na faixa de 22,5 cm a 32,5 cm,



85

0 que inviabiliza a utiliza¢do de individuos com didmetros menores que 22,5 cm.
As classes que apresentaram menores valores de compostos ndo tanicos foram as
mesmas que apresentaram maiores indices de Stiasny, sendo ento as indicadas
para a produc¢do de adesivos de madeira.

A partir da derivada do modelo encontra-se para qual valor de didmetro
¢ encontrado o menor teor de compostos nao tanicos, que foi de 28,70 cm.

A curva de regressdo entre teor de compostos ndo tanicos e valor central
da classe diamétrica apresentou comportamento inverso ao observado para o
indice de Stiasny e valor central da classe diamétrica. A correlagdo entre o indice

de Stiasny e teor de compostos nao tanicos foi de -0,88, conforme apresentado

na Figura 7.
~ 37 TNT (%) =-0.15711S + 15.954
o *, R>=0.7795
z 50
2 5
2
g .
S 45
=~
S 40
2
2 35
=
o -
; 3.0
=
g 25 . . .
ot

70.0 75.0 30.0 85.0

Indice de Stia sny (%)

Figura 7 Regressdo linear entre o teor de compostos nado tanicos e o indice de
Stiasny
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4 CONCLUSAO

Os valores de didmetro a altura do peito ndo influenciaram no
rendimento em taninos condensados para a espécie estudada.

A produgdo de solidos tendeu a diminuir com o aumento da classe
diamétrica.

A regressdo entre indice de Stiasny e valor central da classe diamétrica
resultou em um modelo parabdlico, o maximo indice de Stiasny ¢ encontrado em
arvores correspondentes ao centro de classe de 27,5 cm.

A regressdo entre teor de compostos nao tanicos e valor central da classe
diamétrica resultou em um modelo parabodlico, o valor minimo de teor de
compostos ndo tanicos ¢ encontrado em arvores correspondentes ao centro de
classe de 27,5 cm.

A utilizacdo de individuos com didmetros menores que 22,5 cm ¢€
dificultada, pois estes apresentaram menores Indices de Stiasny e maiores teores
de compostos nao tanicos.

Recomenda-se para a produgdo de adesivos naturais para madeira a

utilizag¢do de individuos com didmetros na faixa de 22,5 cm a 32,5 cm.
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ANEXO A

Reagente Folin Denis

Wolframato de so6dio dihidratado Na,WO,.2H,0,
acido fosfomolibdico,

acido fosforico concentrado H3POy,

Para cada 750 mL de agua adicionar 100 g de Wolframato de sodio, 20 g
de acido fosfomolibdico, 50 ml de acido fosforico. Refluxar por 2 horas

(100°C). Espera-se resfriar e completa no dia seguinte para 1 litro.
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ANEXO B

Solugdo de carbonato de sddio saturado

Para cada 100 mL de agua adicionar:
35 g de Na,CO; anidro (dissolver a 70-80°C e deixar esfriar ate o dia seguinte).
Adicionar solugdo supersaturada de cristal Na,CO3.10H,0O e apo6s cristalizagao

filtrar.
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ANEXO C

Tabela 1C Analise de Variancia em relacdo as metodologias de quantificagdo de
fenois totais do delineamento inteiramente casualizado em fatorial

Fonte de Variag¢do GL Quadrado médio
VCD 6 12,97*
Metodologia de fenois 1 442"
VCD x Metodologia 6 0,29"™
CVe (%) 11,60

VCD: Valor central da classe diamétrica (cm); GL: Graus de liberdade; CVe:
Coeficiente de variagdo experimental;, *: Significativo a 5% pelo teste F; ™ : Nio
significativo a 5% pelo teste F.
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ANEXO D

Tabela 1D Analise de Variancia em relagdo aos teores de taninos em
delineamento inteiramente casualizado

Fonte de Variagdo GL Quadrado médio
VCD 6 15,043*
Erro 28 1,416

CVe (%) 12,3

VCD: Valor central da classe diamétrica (cm); GL: Graus de liberdade; CVe:
Coeficiente de variagdo experimental; * Significativo a 5% pelo teste F.
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ANEXO E

Tabela 1E Analise de variancia para teor de so6lidos totais, indice de Stiasny, teor
de tanino condensado e teor de compostos ndo tanicos

- oM
Fonte de variacdo GL TST IS TTC TNT
VCD 6 2,812* 29,876* 1,706 "™ 1,309*
Erro 19 1,057 7,787 1,413 0,132
CVe (%) 9,10 3,67 9,31 9,08

QM: Quadrado médio; GL: graus de liberdade; TST: Teor de solidos totais; IS: Indice de
Stiasny; TTC: Teor de tanino condensado; TNT: Teor de compostos néo tanicos; VCD:
Valor central da classe (cm); CVe: Coeficiente de variagdo experimental;, *:
Significativo a 5% pelo teste F; ™ : Nio significativo a 5% pelo teste F.



