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APRESENTACAO

Neste relatério sdo descritas as atividades realizadas no periodo correspondente a
agosto de dois mil e nove a junho de dois mil e dez. O trabalho contém introducéo, objetivos,
revisdo bibliografica sobre o tema, descricdo da metodologia empregada, resultados e
discusséo, assim como a bibliografia consultada.



RESUMO

O controle de qualidade vem se tornando uma etapa essencial para assegurar a eficacia e
seguranga de fitoterapicos. Para isso, os métodos de quantificagdo de compostos
biologicamente ativos estdo entre as principais ferramentas utilizadas para a avaliacdo da
qualidade de produtos de origem vegetal. Sendo assim, 0s taninos tém sido amplamente
empregados como substancias marcadoras para a avaliacdo da qualidade dessas matérias-
primas. As principais metodologias de avaliagdo fundamentam-se na capacidade de formagao
de complexos com macromoléculas. A espécie vegetal Eugenia punicifolia, conhecida
popularmente como pedra-ume-caia, € amplamente utilizada na regido amazénica,
principalmente contra disturbios glicémicos, mas também utilizada no tratamento de
ferimentos e doencas infecciosas, febre, resfriado e problemas no figado. Assim, o trabalho
tem como objetivo otimizar metodologia analitica para quantificacdo de taninos em Eugenia
punicifolia. A matéria-prima vegetal, constituida por folhas de E. punicifolia, foi caracterizada
atraves da perda por dessecacdo, teor extrativo e analise granulométrica por tamisacdo. A
solugéo extrativa elaborada por meio de infusdo e contendo a relacdo droga:solvente de
7,5:100 (m/v), foi caracterizada através da determinacdo do residuo seco, densidade e pH. O
doseamento espectrofotométrico no UV-vis se deu por medigdo direta e apds complexacdo
com o reagente de Folin-Denis. Na otimizacdo da metodologia foi determinado o
comprimento de onda ideal e a influéncia do tipo e concentracdo de agente complexante
utilizando 50, 100 e 150 mg de caseina, polivinilpirrolidona (PVP) e celulose microcristalina,
respectivamente. As metodologias foram validadas através dos ensaios de linearidade,
repetibilidade e exatiddo tanto para a substancia de referéncia (acido galico) quanto para a
solucdo extrativa. Os resultados foram avaliados atraves de ANOVA e andlise de regressdo e
correlacdo linear utilizando o pacote de programa estatistico do Excel 2003. As condicGes
ideais de andlise para leitura direta sdo o A = 270 nm e utilizagdo de 150 mg do agente
complexante polivinilpirrolidona (PVP), o qual determinou elevado teor de taninos
(18,24+0,02 g%) na espécie em estudo. Além disso, ao se comparar a metodologia direta e
apos complexacdo com Folin-Denis, quanto ao teor de taninos utilizando-se PVP 150 mg,
observou-se que ndo houve diferenca significativa entre os dois métodos. Com relacdo a
validacdo da metodologia analitica por leitura direta verificou-se que tanto o padrdo como a
solugdo extrativa apresentaram linearidade com r? acima de 0,99, precisio abaixo de 1% e
exatidao acima de 90%. Néo foi possivel validar a metodologia apds complexacao com Folin-
Denis, uma vez que apenas o parametro linearidade apresentou-se dentro da faixa ideal. De
acordo com os resultados, 0 método de medicdo direta para quantificacdo do teor de taninos
por espectrofotometria a 270 nm foi validado apresentando-se linear, especifico e preciso, de
baixo custo e facil execucéo.

Palavras-chave: Eugenia punicifolia, taninos, validacdo metodologia analitica



ABSTRACT

Quality control is becoming an essential step to ensure the safety and efficacy of herbal
medicines. For this, methods for quantification of biologically active compounds are among
the main tools used to assess quality of products of plant origin. Thus, the tannins have been
widely used as marker substances for assessing the quality of raw materials. The main
methodologies are based on the ability to form complexes with macromolecules. The plant
species Eugenia punicifolia, popularly known as pedra-ume-cad, is widely used in the
Amazon region, especially against glucose disorders, but also used to treat injuries and
infectious diseases, fever, colds and liver problems. Thus, the work aims to optimize the
analytical methodology for quantification of tannins in Eugenia punicifolia. The raw plant
consisting of leaves of E. punicifolia was characterized by loss on drying, extractive content
and particle size analysis by sieving. The extractive solution prepared by infusion, containing
the ratio drug: solvent 7,5:100 (w/v) was characterized by determining the dry weight, density
and pH. The spectrophotometric assay UV-Vis occurred by direct measurement and after
complexation with the Folin-Denis. In the optimization of the methodology was given the
ideal wavelength and influence the type and concentration of complexing agent with 50, 100
and 150 mg of casein, polyvinylpyrrolidone (PVP) and microcrystalline cellulose,
respectively. The methodologies were validated through the testing of linearity, repeatability
and accuracy for both reference substance (gallic acid) and for the extractive solution. The
results were evaluated by ANOVA and regression analysis and linear correlation using the
statistical software package Excel 2003. The ideal conditions for direct reading of analysis are
A = 270 nm and using 150 mg of complexing agent polyvinylpyrrolidone (PVP), which
determined high tannin content (18.24 £ 0.02 g%) in this species. Moreover, when comparing
the direct method and after complexation with Folin-Denis, on the tannin content using 150
mg PVP, it was observed that there was no significant difference between the two methods.
Regarding the validation of analytical methodology for direct reading was found that both the
pattern and the extractive solution showed linearity with r? above 0.99, down 1% precision
and accuracy above 90%. Unable to validate the method after complexation with Folin-Denis,
since only the parameter linearity was within the ideal range. According to the results, the
direct measurement method for quantification of tannin content by spectrophotometry at 270
nm was validated presenting linear, specific, accurate, low cost and easy implementation

Keyword: Eugenia punicifolia, tannins, analytical methodology validation
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1. Introducéao

De acordo com a OMS, 60-80% da populacdo mundial utiliza a medicina tradicional
ou fitoterapia no tratamento de doencas (OMS, 2002). Nos ultimos anos, a utilizagdo de
produtos farmacéuticos elaborados a partir de plantas medicinais teve um crescente aumento
fazendo com que o faturamento no mercado mundial de fitoterapicos, que girava em torno de
22 bilhdes de dolares em 2001, passasse a ser de 60 bilhdes/ano, atraindo a atencdo de
grandes industrias (WHO, 2006). Entre os fatores responsaveis por tal crescimento, esta a
diminuicdo de efeitos colaterais por parte deste tipo de medicamento, seguranca, eficacia,
menor custo que medicamentos sintéticos e o maior interesse da populacdo por terapias
alternativas (GRUNWALD, 1995).

Para as matérias-primas vegetais, o estabelecimento de pardmetros de controle é
fundamental para assegurar a qualidade dos medicamentos fitoterapicos. No entanto, para esse
tipo de matéria-prima, os requisitos exigidos ndo sdo faceis de serem alcancados, pois a
qualidade depende de fatores tais como a variabilidade bioldgica, formas de cultivo e de
coleta, além de alteracBes introduzidas com as operacBGes posteriores, tais como secagem,
armazenamento e moagem, que podem modificar, significativamente, a complexa composi¢ao
do material vegetal e/ou seu produto derivado. Dessa forma, para que haja reprodutibilidade
na qualidade de fitomedicamentos é necessario que um rigido protocolo de controle seja
implementado desde a producdo do material vegetal, passando pelas operacOes de
transformac&o, prosseguindo até a avaliacio da forma farmacéutica final (SIMOES et al.,
2005).

Os métodos de quantificacdo de compostos ativos estdo entre as principais
ferramentas utilizadas para a avaliacdo da qualidade de produtos de origem vegetal. Através
destes é possivel avaliar se os parametros envolvidos nas operacBes de transformacdo
modificam os compostos quimicos ou teor destes. No entanto, para diversos vegetais, que
apresentam atividade terapéutica comprovada, ainda ndo foi possivel estabelecer quais
substancias ou grupo de substancias sdo responsaveis por sua atividade biolégica. Nos casos
acima citados, substancias marcadoras sdo normalmente utilizadas como parametros para o
controle de qualidade da espécie vegetal. Estes marcadores, por sua vez, ndo precisam ser
necessariamente o responsavel pela atividade farmacoldgica, mas devem estar presentes em

todos os produtos do ciclo de transformacéo da droga vegetal (LIST e SCHMIDT, 1989).
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Os polifendis sdo um grupo de substancias presentes na maioria das espécies vegetais.
Os taninos, uma das classes de polifendis, apresentam estrutura diversificada e se encontram
divididos em dois grandes grupos: hidrolisaveis (derivados do acido galico) e condensados
(polimeros de flavan-3-0is e flavan-3,4-diois). Estes compostos encontram-se amplamente
distribuidos pelo reino vegetal e apresentam inumeras atividades bioldgicas (MELLO e
SANTOS, 2001).

Dessa forma, os taninos tém sido amplamente empregados como substancias
marcadoras para a avaliacdo da qualidade de diversas matérias-primas vegetais. As principais
metodologias de avaliagdo fundamentam-se na capacidade de formacgdo de complexos com
proteinas. Assim, através de sua separacao por precipitacdo ou filtragdo, a quantificacdo pode
ser realizada por gravimetria ou absorciometria (STICHER, 1999; MELLO e SANTOS, 2001,
SOARES, 2002).

Eugenia punicifolia, espécie nativa da flora amazbnica e conhecida popularmente
como pedra-ume-caa, apresenta grande potencial terapéutico principalmente como
hipoglicemiante (REVILLA, 2001; BORRAS, 2003). Estudos realizados com extratos a partir
de folhas de E. punicifolia revelam uma possivel atividade antagonista de receptores
colinérgicos (GRANJEIRO et al.,, 2006). Além disso, a literatura registra que algumas
espécies do género Eugenia sp. apresentam compostos quimicos com grande potencial
antiinflamatdrio e antimicrobiano (GARCIA et al., 1999; BELTRAME et al., 2001). O uso de
partes da planta, através de infusdo, € muito comum pela populacdo Amazonica (REVILLA,
2001; BORRAS, 2003).

O controle de qualidade de fitoterapicos é imprescindivel no meio comercial, pois
muitas espécies vegetais sdo vendidas sem quaisquer garantia de qualidade, favorecendo,
desde a venda de espécies falsificadas, até o armazenamento inadequado durante a sua
comercializacdo. Diante desta realidade, se torna fundamental a sistematizacdo de técnicas
para uma melhor comprovagdo cientifica da real utilizagdo dos fitoterdpicos e validagdo dos
processos tecnoldgicos de cultivo e produgdo (CARVALHO et al., 2008).

O emprego de medicamentos de origem vegetal requer, para a constancia dos efeitos
terapéuticos, que a droga vegetal ou formas farmacéuticas derivadas tenham sua qualidade
mantida dentro de pardmetros preestabelecidos; e a verificagdo desta adequabilidade ao uso,
denominada de padronizacdo, deve ser feita ao nivel das caracteristicas fisico-quimicas,
fisicas, quimicas, botanicas e bioldgicas (PETROVICK et al., 1988). Para tanto, faz-se
necessario a existéncia de metodologias de quantificacdo das substancias quimicas adequadas

e validadas para cada espécie vegetal.
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A determinacdo do teor de taninos totais, por espectrofotometria, tem como base 0s
métodos preconizados pela Farmacopéia Alemd para Krameria argentea (raiz de raténia)
(DEUTSCHES, 1976 e 1986) e pelo método oficial da AOAC (Association of official
Analytical Chemists) (HEBRICH, 1990). Ambos os métodos fundamentam-se na medicéo das
absorvancias da fracdo de polifendis totais, onde sdo detectados, além de taninos,
polidioxicarboxiacidos, flavondides e outros polifendis, de acordo com seus grupos
funcionais. A absorvancia resulta da reducdo nédo especifica do reagente de Folin-Denis (acido
fosfotungstico-fosfomolibdico) pelos polifendis, formando um complexo azul de
politungstato (HARTKE e MUTSCHLER, 1987). Os taninos totais sdo quantificados a partir
da diferenca da absorbancia dos polifendis totais e da fragdo ndo tanante (substancias ndo
precipitadas por um agente precipitante) e sdo expressos em gramas por cento de droga seca.

A analise do principio implicito no método o torna, a primeira vista, de aplicacao geral
para os taninos, desde que as caracteristicas proprias de cada droga vegetal sejam levadas em
consideracdo. Na verdade, cada espécie vegetal apresenta particularidades que invalida a
utilizacdo dessa metodologia de uma maneira geral. Assim, cada matriz biologica apresenta
reacOes especificas com o reativo de Folin-Denis e com 0s agentes precipitantes utilizados,

que devem ser levados em consideragdo de modo a garantir um resultado final verdadeiro.
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2. Objetivos

Geral:

Otimizar metodologia analitica para quantificacdo de taninos em Eugenia punicifolia.

Especificos:

- Caracterizar a matéria-prima vegetal Eugenia punicifolia;

- Obter solucdes extrativas a partir de Eugenia punicifolia;

- Avaliar a viabilidade de utilizagéo de diferentes agentes complexantes para quantificacao de

taninos na matéria-prima vegetal de E. punicifolia;

- Estabelecer condi¢des 6timas para quantificacdo de taninos: comprimento de onda; tipo e
concentragdo do agente complexante e tempo de reagéo;

- Validacdo da metodologia analitica.
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3. REVISAO BIBLIOGRAFICA

3.1 Familia Myrtaceae e género Eugenia

Myrtaceae € uma das maiores familias botanicas com milhares de espécies reunidas
em aproximadamente 3000 espécies e cerca de 80 géneros (DE OLIVEIRA et al, 2006;
SILVA et al, 2007). Destaca-se como uma das familias mais importantes devido suas arvores
e arbustos serem largamente espalhados nas florestas brasileiras e distribuidas em regides
tropicais e subtropicais do globo (DE OLIVEIRA et al, 2005; DE OLIVEIRA et al, 2006).
Muitas de suas espécies sdo cultivadas, seja por conta dos frutos comestiveis, seja com
finalidade ornamental ou, ainda, visando-se a extracdo de esséncias de valor comercial. Tem
como espécies mais frequentes Eugenia punicifolia (Kunth) DC., E.sulcata Spring ex Mart.,
E. bahiensis DC., E. copacabanensis Kiaersk. e Myrciaria floribunda (H.West ex Willd.)
D.Legrand (SOUZA, 2008).

Esta familia estd dividida em duas subfamilias: Myrtoideae e Leptospermoideae e, no
Brasil, todos os representantes nativos pertencem a subfamilia Myrtoideae, onde se inclui o
género Eugenia (DE OLIVEIRA et al, 2006).

Espécies de Myrtaceae sdo empregadas principalmente em distdrbios gastrointestinais,
estados hemorragicos, doencas infecciosas, sua acdo podendo estar relacionada as
propriedades adstringentes da planta. As partes mais usadas sdo as folhas, cascas e também os
frutos que sdo comumente consumidos (CRUZ et al, 2004).

O perfil quimico da familia Myrtaceae caracteriza-se pela presenca de taninos,
flavonoides, mono- e sesquiterpenos, triterpendides, derivados do floroglucinol, cromenos,
estilbendides e outros (CRUZ et al, 2004).

O género Eugenia é considerado um dos maiores da familia Myrtaceae, com
aproximadamente 500 espécies de arvores e arbustos, dos quais cerca de 400 distribuem-se no
Brasil e assumem destaque especial por fornecer extratos utilizados na medicina tradicional
como agentes antimicrobianos, antiinflamatérios (GERHARDT et al, 2008), antidiabéticos,
nas arritmias ou insuficiéncia cardiaca, analgésica (GERHARDT et al, 2008), antipirética
(GERHARDT et al, 2008), entre outras aplicacées (DE OLIVEIRA et al, 2006; BRUNETTI
et al, 2006). No Brasil, entre as espécies populares e apreciadas encontram-se a jaboticabeira
(E. edulis Vell.), a pitangueira (E. uniflora L.), o jambol&o (E. jambolana Lam.) e o cravo da
india (E. caryophyllata Thunb.).

Estudos quimicos com espécies de Eugenia revelaram, sobretudo, a presenca de

flavonodides, taninos, terpendides e Oleos essenciais (DE OLIVEIRA et al, 2005; DE
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OLIVEIRA et al, 2006; ROMAGNOLO et al, 2006; FRIGHETTO et al., 2005), enquanto,
sob o ponto de vista farmacoldgico, estudos realizados com extratos brutos e compostos,
comprovaram as atividades antiinflamatoria, analgésica, antifingica, antipirética; hipotensiva,
antidiabética e antioxidante (DE OLIVEIRA et al, 2006).

3.2 Eugenia punicifolia

Espécie nativa da flora amazonica e amplamente distribuida no Amazonas, Eugenia
punicifolia é conhecida popularmente como pedra-ume-caa (Figura 1) (GRANJEIRO et al.,
2006; JORGE et al, 2000), murta e muta (CRUZ et al, 2004; VIEIRA & MARTINS, 2000).

L o

Figura 1 - Foto de Eugenia punicifolia coletada na EMBRAPA

Infusdes de Eugenia punicifolia sdo amplamente utilizadas, embora empiricamente,
para tratar distarbios hipoglicemiantes, tais como Diabetes Mellitus (GRANJEIRO et al.,
2006; JORGE et al, 2000; CRUZ et al, 2004). Sua utilizagdo popular se da pela decocgdo ou
infusbes de folhas frescas (GRANJEIRO et al., 2006). Infusdes alcodlicas de folhas sdo
usadas no tratamento de ferimentos e doencas infecciosas (DE OLIVEIRA et al, 2005). Além
disso, as folhas e raizes sdo usadas para febre, resfriado, diabetes e problemas no figado
(CRUZ et al, 2004; VIEIRA & MARTINS, 2000). A decoccdo das folhas e das raizes séo
Uteis nos casos de diarréia, enterites, hemorragias e aftas (JORGE et al, 2000).

A espécie E. punicifolia apresenta a seguinte classificacdo taxonémica
(ZIPCODEZOO, 2009):

Dominio: Eucariota - Whittaker & Margulis,1978 - eukaryotes
Reino: Plantae - Haeckel, 1866 - Plants
Sub-reino: Viridaeplantae - Cavalier-Smith, 1981
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Filo: Tracheophyta - Sinnott, 1935 Ex Cavalier-Smith, 1998 - Vascular Plants
Classe: Magnoliopsida - Brongniart, 1843 — Dicotyledons

Subclasse: Rosidae - Takhtajan, 1967

Superordem: Myrtanae - Takhtajan, 1967

Ordem: Myrtales - Reichenbach, 1828

Subordem: Myrtineae

Familia: Myrtaceae - Adans., 1763, Nom. Cons. - Myrtle Family

Género: Eugenia - Linnaeus, 1753 - Stopper

Epiteto especifico: punicifolia- (Kunth) DC.

Nome botéanico: Eugenia punicifolia (Kunth) DC.

3.2.1 Aspectos Botanicos

E. punicifolia tem aspecto arbustivo até arbdreo, podendo atingir até 3 m de altura,
possui crescimento clonal e em uma mesma formacéo arbustiva pode-se encontrar de 10 a 50
ramos saindo do solo, oriundos de uma mesma ligacao vegetativa (SILVA et al, 2007).

Distribui-se por quase todo Brasil, Paraguai e Venezuela, ocorrendo em diversas
fitofissionomias. Ja foi encontrada na formacdo herbéacea fechada de corddo arenoso, na
arbustiva aberta ndo inundavel, na arbustiva fechada de cord&o arenoso, na arbustiva fechada
de poés-praia, floresta de corddo arenoso, na floresta de duna e no complexo florestal
inundavel. Sua floragdo ocorre de junho a margo e frutificacdo durante quase todo ano
(SOUZA & MORIM, 2008).

Apresenta inflorescéncias racemosas com flores pediceladas inseridas nas axilas
foliares. Apresentam de quatro a sete nos foliares por ramo vegetativo e, durante o pico de
floracdo, as flores se destacam da folhagem dando um aspecto branco as plantas, assim como
ocorre em muitas outras espécies de Myrtaceae. Esta agregacdo de flores é o que caracteriza a
floracio em massa, e pode ser considerada como uma estratégia para atracdo dos
polinizadores (SILVA et al, 2007).

As flores sdo hermafroditas, com quatro pétalas alvas curvadas sobre o hipanto e
quatro sépalas também flexionadas sobre esta estrutura, proporcionando um maior destaque
ao androceu (Figura 2). O androceu é polisttmone com muitos estames, variando de 42,4 em
Eugenia punicifolia. Os estames apresentam filetes filiformes e anteras globosas, bitecas e de
deiscéncia longitudinal. Em E. puncifolia as anteras sdo de coloragdo branca (SILVA et al,
2007).
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Figura 2 - Ramos Floridos da Eugenia punicifolia. Fonte: SILVA et al, 2007.

As folhas sdo elipticas ou obovadas (JORGE et al, 2000; SOUZA & MORIM, 2008),
com é&pice curto obtuso-acuminado, base cuneada ou aguda, bordo revoluto, carticeas a
coriaceas, discolores, pontuaces ndo visiveis a olho nu; 20-100 x 10-65 mm (SOUZA &
MORIM, 2008). Nas folhas encontra-se nervura priméria Unica, mediana, fina para o apice,
espessa na base e sulcada na face adaxial e saliente na abaxial; nervuras secundarias alternas e
opostas com 11 pares e (Figura 3a) apresentando terminacBes vasculares com indmeras
anastomoses do tipo escorpidide, rede de nervura densa, as vezes simples bifurcadas, com
nervura marginal 1-3 mm do bordo (Figuras 3b e 2c¢) e peciolo 2-5 mm de comprimento
(ALVAREZ et al, 2006).

Figura 3 - Caracteres comuns as espécies de Eugenia punicifolia (H.B.K) DC: a) padréo de venagdo
foliar; b) rede de nervuras; c) terminacao vascular. Fonte: ALVAREZ et al, 2006.

Possui baga globosa ou elipso6ide, até 10 mm de diametro e vermelha quando madura
(Figura 4) (SOUZA & MORIM, 2008).
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Figura 4 - Eugenia punicifolia (Kunth) DC.: 31. Ramo (Menezes 650). 32. Inflorescéncia em fasciculo.
33. Botéo floral. 34. Corte transversal do ovario (Pereira 4108). 35. Fruto (Menezes 650). Fonte:
SOUZA & MORIM, 2008.

3.2.2 Composic¢do Quimica

Levantamento bibliografico sobre o estudo fitoquimico da espécie E. punicifolia
revelou uma citacdo referente a constituicdo quimica do O6leo essencial das folhas
provenientes de duas regides proximas a Manaus. Em ambas as amostras, o B-cariofileno
(amostra “A”: 32,9% e B: 23,6%) foi o constituinte majoritario (DE OLIVEIRA et al, 2005).

Estudo realizado da composi¢do quimica do 6leo essencial das folhas de E. punicifolia
nativas de duas localidades de Matas Serranas de Pernambuco e comparagdo com as de outras
regides do Brasil, relatou que o linalol foi o constituinte majoritario, seguido pelo -
cariofileno e o-terpineol. Nesse estudo, os monoterpenos: 1,8-cineol; cis e trans-oxido de
linalol; isoborneol; terpinen-4-ol; a -terpineol e os sesquiterpenos: elemol e a-cadinol séo
relatados pela primeira vez na espécie E. punicifolia (DE OLIVEIRA et al, 2005).

Além disso, outros estudos revelaram a presenca de Oleos essenciais nessa espécie
vegetal, sendo 0s componentes principais: p-cariofileno, y-elemeno ¢ a-humuleno (MAIA &
ANDRADE, 2009).
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3.2.3 Estudos Farmacologicos

Foi realizada uma investigacdo do efeito de extratos aquoso, butandlico e metandlico
de folhas de Eugenia punicifolia administradas por gavagem em ratos diabéticos induzidos
por estreptozotocin durante 26 a 29 dias. Descobriu-se que em ratos tratados com o extrato
aquoso, a ingestdo de alimentos e liquidos, o volume urinario e peso corporal foram
reduzidos, enquanto para os ratos tratados com o extrato metandlico, ndo somente ocorreu a
reducdo na ingestdo de liquidos, do volume urinério e peso corporal, mas também, a reducéo
de glicose urinaria e uréia. Ratos tratados com o extrato butandlico mostraram sem alteracdes
significativas em nenhum dos parametros medidos. O tratamento crénico com extratos ndo
teve efeito sobre enzimas marcadoras nem sobre 0s niveis séricos de bilirrubina. Os resultados
indicam que os extratos aquosos de folhas de Eugenia punicifolia produziram um efeito
anoréxico e que os extratos metandlicos tiveram um efeito benéfico sobre o estado diabético
melhorando o metabolismo de carboidratos e proteinas, sem provocar efeitos tdxicos
hepatobiliares, microvascular, muscular ou pancreatico (BRUNETTI et al, 2006).

Estudo realizado com extrato aquoso das folhas de E. punicifolia induziu hipoglicemia
e efeitos hipotensores em condi¢cdes normais e em cdes pancreatomizados. Esse extrato
também teve efeito hipoglicemiante em ratos alloxynizados (GRANJEIRO et al., 2006).

Além disso, foram investigados os efeitos do extrato aquoso bruto (5%) de Eugenia
punicifolia na neurotransmissao nicotinica colinérgica. Foram estudadas as a¢des do extrato
aquoso bruto sobre o efeito inibitério dos antagonistas colinérgicos nicotinicos galamina ou
pancurénio, nas contracdes induzidas pela estimulacdo elétrica do nervo frénico do diafragma
de ratos. Os resultados mostram que 0 extrato aquoso de E. punicifolia recuperou a acéo
competitiva dos antagonistas nicotinicos na jun¢do neuromuscular, ou seja, 0 extrato aquoso
foi capaz de influenciar a neutrotransmisséo colinérgica no diafragma de ratos (GRANJEIRO
et al., 2006).

Outro estudo verificou a atividade antioxidante do extrato hexanico de E. punicifolia,
através da cromatografia em camada delgada e revelacdo com o radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazila (DPPH), e teste com o radical DPPH e o extrato em solu¢do metanolica. A atividade
antioxidante evidenciada nos extratos hexanico e metandlico de Eugenia punicifolia indica
que esta fracdo da planta pode ser de interesse na pesquisa de novas de moléculas com
possivel impacto em doengas que apresentam o estresse oxidativo como fenomenologia bésica
(GONZAGA et al, 2007; GONZAGA et al, 2008).
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3.3 Taninos

Os compostos do metabolismo secundario vegetal ou metabolismo especial
apresentam um amplo valor nas interacGes entre a planta e seu ecossistema exercendo, por
exemplo, o papel de fago-inibidores contra herbivoros ou como agentes antimicrobianos
(MONTEIRO et al, 2005). Como metabdlitos secundarios, os taninos sdo compostos fenolicos
de grande interesse econdmico e ecologico. Apresentam solubilidade em agua e peso
molecular compreendido entre 500 e 3000 Dalton, possuindo a habilidade de formar
complexos insoltveis em agua com proteinas, gelatinas e alcaldides (MELLO & SANTOS,
2001). Mais especificamente os taninos sdo substancias de alto peso molecular, que contém
suficientes grupos hidroxila fenolica, para permitir a formacéo de ligagdes cruzadas estaveis
com proteinas (SOLON, 2006). Tais compostos sao responsaveis pela adstringéncia de muitos
frutos e produtos vegetais, devido a precipitacdo de glucoproteinas salivares, 0 que ocasiona a
perda do poder lubrificante (MONTEIRO et al, 2005).

A ligacdo entre taninos e proteinas ocorre, provavelmente, através de pontes de
hidrogénio entre os grupos fendlicos dos taninos e determinados sitios das proteinas,
emprestando uma duradoura estabilidade a estas substancias. Para a formacao destas ligacfes
€ necessario que o peso molecular dos taninos esteja compreendido entre limites bem
definidos; se este é demasiadamente elevado, a molécula ndo pode se intercalar entre 0s
espacos interfibrilares das proteinas ou macromoléculas; se € muito baixo, a molécula fenélica
se intercala, mas ndo forma um numero suficiente de ligagdes que assegure a estabilidade da
combinacdo (MONTEIRO et al, 2005).

3.3.1 Caracteristicas quimicas de taninos

A maioria dos compostos fendlicos ndo é encontrada no estado livre na natureza, mas
sob forma de ésteres ou de heterosideos sendo, portanto, sollveis em &gua e em solventes
organicos polares. Por serem fendlicos, os taninos sdo muito reativos quimicamente, formam
pontes de hidrogénio, intra e intermoleculares. Um mol de taninos pode ligar-se a doze moles
de proteinas; fundamentando-se nessa propriedade pode-se identificar taninos por teste de
precipitacdo de gelatinas (MELLO & SANTOS, 2001). Estes compostos séo facilmente
oxidaveis, tanto através de enzimas vegetais especificas quanto por influéncia de metais,
como cloreto férrico, 0 que ocasiona o0 escurecimento de suas solu¢cdes (MONTEIRO et al,
2005).

A classificacdo dos taninos esta baseada nas caracteristicas estruturais e propriedades

quimicas e dividem-se em dois grupos principais: taninos hidrolisaveis, formados por éster de
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acido galico e seus derivados (galotaninos, elagitaninos) e os taninos condensados
(proantocianidinas poliméricas ou oligoméricas com diferentes acoplamentos de unidades
flavonicas) (Figura 5) (TRUGILLHO et al, 1997).

Os taninos hidrolisaveis podem ser considerados como poliésteres da glucose,
podendo ser classificados em duas categorias; (a) os galotaninos, que por hidrélise acida
liberam o &cido gélico e seus derivados; (b) os elagitaninos, que por hidrélise liberam o acido
elagico, acido valdnico, sendo o acido elagico o mais importante. Os taninos hidrolisaveis sao
formados a partir do chiquimato, onde os grupos hidroxila do agucar séo esterificados com os
acidos fenolicos. Os taninos elagicos sdo muito mais freqiientes que os galicos, e é provavel
que o sistema bifenilico do &cido hexaidroxidifenilico seja resultante da ligacdo oxidativa
entre dois acidos galicos (MONTEIRO et al, 2005; TRUGILLHO et al, 1997).

Numa linguagem genérica, os taninos condensados consistem de unidades de
flavondides possuindo diferentes graus de condensagdo e entdo invariavelmente associados
com seus precursores ineditos, denominados de flavan-3-ols (catequina) e flavan 3-4 diols
(leucoantocianidina) (MONTEIRO et al, 2005; TRUGILLHO et al, 1997). Largamente
encontrados no reino vegetal, os taninos condensados ou proantocianidinas sdo produtos do
metabolismo do fenilpropanol. As proantocianidinas, assim denominadas provavelmente pelo
fato de apresentarem pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas, como cianidina e
delfinidina?, apresentam uma rica diversidade estrutural, resultante de padrdes de
substituicdes entre unidades flavanicas, diversidade de posicGes entre suas ligacbes e a
estereoquimica de seus compostos. A ocorréncia destes compostos € comum em
angiospermas e gimnospermas, principalmente em plantas lenhosas (MONTEIRO et al,
2005).
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Figura 5 - Estrutura Quimica dos Taninos. Fonte: NEGRI, 2007.

3.3.2 Atividade bioldgica e utilizagdo dos taninos

Na medicina tradicional plantas ricas em taninos sdo utilizadas no tratamento de
diversas moléstias, tais como: diarréia, hipertensdo arterial, reumatismo, hemorragias, feridas,
queimaduras, problemas estomacais dentre outros (MELLO & SANTOS, 2001).

Os usos dos taninos sdo diversos, ja foram identificadas atividades bactericidas,
fungicidas, antiviral, moluscicida, inibi¢do de enzimas, de peroxidacao lipidica, sequestradora
de radicais livres e antitumoral. Alguns taninos mostraram capacidade de inibir seletivamente
a replicagdo do virus HIV (NEGRI, 2007). Na inddstria os taninos sdo usados no curtimento
de couro, producdo de varios tipos de polimeros, preservacdo de madeiras, entre outros
(MELLO & SANTOS, 2001).

As atividades farmacoldgicas dos taninos sdo atribuidas a trés agdes (MELLO &
SANTOS, 2001): Complexacdo com ions metalicos, Atividade antioxidante e sequestradora
de radicais livres e complexagdo com macromoléculas: proteinas e polissacarideos. Sendo
que, a maioria das propriedades farmacol6gica destes polifendis esta relacionada a capacidade

de formarem complexos com proteinas. Neste contexto, os taninos tém sido amplamente
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empregados como substancias marcadoras para a avaliagdo da qualidade de diversas matérias-
primas vegetais (VERZA, 2006).

As aplicacdes de drogas com taninos estdo relacionadas, principalmente, com suas
propriedades adstringentes. Por via interna exercem efeito antidiarréico e anti-séptico; por via
externa impermeabilizam as camadas mais expostas da pele e mucosas, protegendo assim as
camadas subjacentes. Ao precipitar proteinas, os taninos propiciam um efeito antimicrobiano
e antifangico. Ademais, os taninos sdo hemostaticos e, como precipitam alcal6ides, podem
servir de antidoto em casos de intoxicacfes. (MONTEIRO et al, 2005). Em processos de cura
de feridas, queimaduras e inflamacdes, os taninos auxiliam formando uma camada protetora
(complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre tecidos epiteliais lesionados, podendo,
logo abaixo dessa camada, 0 processo curativo ocorrer naturalmente (MELLO & SANTOS,
2001).

Provavelmente, devido a habilidade de ligar-se as proteinas e outras macromoléculas,
os taninos também apresentam atividades toxicas. Verificou-se que a rapida mortalidade de
insetos tratados com taninos condensados parece ser devido a atividade tdxica destes
compostos e ndo pela inibicdo da digestibilidade. Outro mecanismo de toxicidade, que pode
envolver os taninos, deve-se ao fato desses complexarem-se com facilidade a ions metéalicos.
Sistemas bioldgicos, incluindo microrganismos, necessitam de ions metalicos como cofatores
enzimaticos. Por ex., ratos tratados com bebidas ricas em compostos fendlicos tiveram
reducdo da absorc¢do de ferro (MONTEIRO et al, 2005).

Os taninos sdo considerados nutricionalmente indesejaveis porque precipitam
proteinas, inibem enzimas digestivas e afetam a utilizacdo de vitaminas e minerais podendo,
ainda, em alta concentracao, desenvolver cancer de bochecha e eséfago. Contraditoriamente, a
atividade anticarcinogénica é evidenciada nos japoneses que consomem cha verde, rico em
acido tanico e outros polifenois, em grandes quantidades o risco de cancer gastrico mostra-se
baixo (MONTEIRO et al, 2005).
Estudos recentes mostram que varios taninos atuam como captadores de radicais, 0s quais
interceptam o oxigénio ativo formando radicais estdveis (MELLO & SANTOS, 2001).
Sugere-se que os taninos parecem ter duplo efeito, por um lado, beneficiam a saude devido a
seu efeito quimiopreventivo contra carcinogénese ou atividades antimicrobianas, por outro
lado, estdo envolvidos possivelmente na formagdo de canceres, hepatotoxicidade ou efeitos
antinutricionais (MONTEIRO et al, 2005).

As propriedades antimicrobianas dos taninos séo bem conhecidas e documentadas.

Moléculas de taninos estdo sendo testadas com a intencéo de se descobrir uma droga eficiente
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contra o HIV. Kilkuskie e colaboradores (1992) observaram que galotaninos mostraram
atividade inibitoria somente em concentragdes tdxicas, elagitaninos e taninos condensados
inibiram fracamente a replicacdo viral e os taninos complexos mostraram potente atividade
contra a replicacdo do HIV. Concluiram que a atividade anti-HIV exibida por taninos é
devida a inibicdo da transcriptase reversa, dificultando assim a replicagdo viral (MONTEIRO
et al, 2005).

Os taninos em combinacdo com a soda calstica, podem controlar a viscosidade de
liquidos no interior de canaliza¢des, impedindo a obstrucdo das mesmas. Podem ser utilizados
como componentes importantes (fendis naturais) para fabricacdo de adesivos (taninos -
formaldeidos) para a madeira e derivados. Podem agir ainda como floculantes de certos
minerais e também como um produto de purificadores da gasolina, por sua acdo comprovada

de eliminacéo das mercaptanas (impurezas da gasolina) (TRUGILLHO et al, 1997).

3.3.3 Métodos de identificacdo e quantificacédo de taninos

Vaérios sdo os métodos de determinacdo do teor de taninos que tém sido empregados,
tanto quantitativa quanto qualitativamente, como precipitacdo de metais ou proteinas e por
métodos colorimétricos, sendo esses Ultimos mais comuns. Os métodos mais apropriados para
determinacdo de taninos sdo o0s ensaios com precipitacdo de proteinas (MONTEIRO et al,
2005).

Entre os métodos tradicionalmente utilizados na determinagdo do teor de taninos,
destaca-se 0 metodo da hemoanélise de BATE-SMITH (1973) e o método com p6 de pele. O
primeiro baseia-se na formacdo de um complexo tanino-hemoglobina, medindo
colorimetricamente a hemoglobina ndo combinada. O segundo método, com pd de pele,
fundamenta-se na capacidade dos taninos de se ligarem as proteinas da pele (SOLON, 2006).

Dentre os colorimétricos destacam-se os métodos de determinacdo de fendis totais,
que utilizam os reagentes de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu, bem como o doseamento
butanol/acido empregado para taninos condensados e 0 método da vanilina, que é especifico
para meta-difenois. Para a quantificagdo colorimétrica de taninos hidrolisaveis se destacam os
métodos que empregam o iodato de potassio e rodanina (VERZA, 2006).

Dentre 0s métodos gravimétricos de quantificacdo do teor de fendis em extratos
vegetais, destaca-se a utilizacdo de Itérbio, para a precipitacdo de taninos condensados
(MONTEIRO et al., 2005), e de polivinilpirrolidona (PVPP) para a quantificacdo de acido

tanico.



25

Os métodos por CLAE podem ser empregados para taninos hidrolisaveis e para
taninos condensados. Para taninos hidrolisaveis ha relatos de uso na determinagdo da massa
molecular, bem como para a determinacgéo de acido galico e &cido elagico apos a hidrolise das
estruturas poliméricas. No caso de taninos condensados podem ser utilizados na determinacao
de polimeros com até 7 ou 8 unidades (VERZA, 2006).

Para a determinacéo da massa molecular tem sido utilizada a espectrometria de massas
e para o estudo dos complexos sollveis entre proteinas e taninos tem-se empregado a
ressonancia magnética nuclear (VERZA, 2006).

Existem ainda os métodos nefelométricos que medem a dispersdo da luz resultante da
formacdo gradual de precipitados dos agregados tanino-proteina. Esses métodos geralmente

sdo utilizados pelas industrias vinicolas, cervejarias e de sucos de frutas (VERZA, 2006).

3.3.3.1 Métodos colorimétricos para polifendis totais

O método de Folin-Denis baseia-se na reducéo do acido fosfomolibdico-fosfotingstico
pelas hidroxilas fendlicas, produzindo um complexo de coloracdo azul que absorve entre 620
e 740 nm com um comprimento de onda mé&ximo em 725 nm. A reagdo ocorre em meio
alcalino e a solucdo saturada de carbonato de sodio é a base mais indicada. O método de
Folin-Denis, no entanto, ndo € um método especifico, pois determina todos os fendlicos
presentes, além de substancias redutoras adicionadas aos alimentos ou naturalmente presentes
que podem interferir nos resultados. Para evitar esta desvantagem, 0s taninos sao precipitados
ou adsorvidos da solucdo extrativa por técnicas apropriadas (gelatina, preparado de eritrocitos,
etc.) (SOLON, 2006; ANGELO & JORGE, 2007).

O complexo colorido tanino-reagente de Folin-Denis que se forma, no entanto, é
extremamente instavel, constituindo-se esta uma das principais limitacbes do método. Este
incoveniente pode ser minimizado através da padronizacdo do tempo de leitura da
absorvancia. A cor azul formada é tanto mais instavel quanto mais forte for o alcali
adicionado. A base que apresenta os melhores resultados para este proposito é o carbonato de
sodio (SOLON, 2006).

Um aspecto importante a ser considerado neste método é a escolha do padrdo. Os mais
utilizados tém sido o acido tanico e a catequina, entretanto, estes compostos apresentam
reatividades diferentes frente ao reagente de Folin-Denis (ANGELO & JORGE, 2007).

Muitas vezes o reagente de Folin-Denis é substituido pelo de Folin-Ciocalteu. Este
altimo € mais sensivel a reducdo pelos fenois e diminui a tendéncia a precipitacdo. As

principais diferencas entre estes dois reagentes € o uso de sulfato de litio, a presenca de &cido
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hidrocloridrico e o longo tempo de aquecimento para a preparacdo do reagente de Folin-
Ciocalteu. (ANGELO & JORGE, 2007).

Ambos os métodos envolvem o doseamento de polifendis totais (quantificados por
espectrofotometria), mediante a formacdo de um complexo de coloracdo azul, derivado da
reducdo do reagente pelas hidroxilas fendlicas (VERZA, 2006).

Para ambos os testes, o nimero de grupos hidroxilas ou de grupos potencialmente
oxidaveis controla a quantidade de cor formada. O grupo fendlico deve estar na forma de
fenolato para os anions molibdo e tungstofosfato produzirem a oxidacdo. As moléculas
reduzidas sdo azuis e as ndo reduzidas sdo amarelas. Estas Ultimas se decompdem
vagarosamente em pH alcalino, o qual € necessario para a manutencdo do fenol na forma de
fenolato (ANGELO & JORGE, 2007).

Cabe destacar que os métodos de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu encontram aplicacao
na determinacéo, tanto de substancias polifenélicas em geral quanto de taninos. O célculo do
teor de taninos é realizado indiretamente, subtraindo do teor de polifendis totais o teor da
fracdo nao-tanante, isto é, o teor de polifendis ndo reativos ao tratamento prévio com material
protéico ou polimérico (VERZA, 2006).

Algumas limitaces tém sido atribuidas aos métodos de quantificacdo que se utilizam
dos reagentes de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu. Entre elas, encontra-se o fato de os reagentes
serem inapropriados para a comparagdo do contetdo fendlico de amostras de diferentes
extratos vegetais. Embora o reagente seja reduzido pelas hidroxilas aromaticas, caracteristicas
de todos os fendis, a reducao depende da estrutura fendlica, além do fato de o reagente poder
ser reduzido por outros constituintes do extrato, como alcaldides e proteinas, por exemplo.
Dessa forma, a composicdo e a quantidade de fendis pode ser diferente, mesmo quando a
absorvancia é semelhante. Por essa razdo, os reagentes de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu nédo
fornecem uma idéia exata da quantidade de fendis, mas sim da capacidade de reducdo da
amostra analisada (VERZA, 2006).

As limitagbes do método também se estendem & escolha de uma substancia de
referéncia para expressar o teor de fendis. Se a capacidade de reducdo da substancia
selecionada como padrdo ndo é precisamente a mesma do extrato analisado, a concentracdo
calculada a partir da curva padrdo ndo refletira, obviamente, o teor de fenois da amostra
(VERZA, 2006).

Além desses, 0 método Azul de Prussia, é provavelmente o mais popular método para
quantificacdo de polifendis totais, pois € um método simples, rdpido e com pouca

interferéncia por componentes ndo-fendlicos (SOLON, 2006). E um método fundamentado na
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reducdo do ion férrico a ion ferroso pelas hidroxilas fenolicas, seguido pela formacéo de um
complexo de ferrocianeto ferroso, conhecido como azul da Prassia, que apresenta um maximo
de absorcdo a 720 nm. A habilidade dos compostos fendlicos reduzirem o ion férrico depende
da hidroxilacéo e do grau de polimerizacdo destes compostos (ANGELO & JORGE, 2007).

3.3.3.2 Métodos baseados na precipitacao de proteinas

Os complexos formados entre taninos e proteinas podem ser reversiveis ou
irreversiveis. Os reversiveis sdo estabelecidos via ligacfes de hidrogénio e interacdes
hidrofébicas, enquanto que os irreversiveis implicam em reacfes de oxidacgdo, via formacéao
de ligagdes covalentes (VERZA, 2006).

Os processos de complexacdo e precipitacdo de taninos e proteinas sdo tidos como
especificos e estdo relacionados com a estrutura de ambos. Algumas caracteristicas
importantes das proteinas para sua complexacdo e precipitacdo com taninos sdo: Estrutura
molecular, ponto isoelétrico, contedo de prolina, glicosilacdo da proteina, tamanho da
molécula, flexibilidade conformacional, solubilidade em agua do polifenol e posicdo dos
grupos periféricos (VERZA, 2006).

A combinacdo dessas peculiaridades, referentes tanto as proteinas quanto aos taninos,
explica a falta de especificidade no comportamento de taninos diferentes, ou de diferentes
extratos vegetais, frente a um mesmo substrato protéico (VERZA, 2006).

Atualmente trés mecanismos tém sido propostos para elucidar a precipitacdo de
proteinas por parte dos taninos. No primeiro, a precipitacdo de proteinas por polifendis seria
principalmente um fendmeno de superficie. A eficécia da ligacdo decorreria do fato de os
polifendis serem ligantes multidentados, capazes de se ligar mediante diferentes grupos
fenolicos e de modo simultaneo a mais de um ponto na superficie da proteina (VERZA,
2006).

Recentemente, alguns autores modificaram esse mecanismo por acreditar que, na
realidade, a precipitacdo de proteinas por parte dos taninos ocorre em trés estagios.
Inicialmente varias moléculas de polifenol se ligam a um mesmo peptideo. Esse processo
continua até que ocorra a associacao entre duas moléculas de peptideo, formando um dimero,
que comega a precipitar. Inicia-se entdo o terceiro estagio, onde a espontanea agregacao
desses leva a formacao de grandes complexos precipitados (VERZA, 2006).

Uma terceira alternativa proposta para elucidar a precipitagdo tanino-proteina,
ocorreria também em dois estdgios: uma complexacao inicial entre taninos e proteinas, e a

subseqiente precipitacdo dos complexos (VERZA, 2006).
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Estudando os fatores que afetam a precipitacdo tanino-proteina, observaram que a
concentracdo de proteina interfere principalmente no estagio inicial da complexacéo
(referente ao terceiro mecanismo relatado neste trabalho), enquanto, pH, temperatura e
aumento da forca i6nica determinam a precipitacdo do complexo (segundo estagio) (VERZA,
2006).

Outros autores também tém levantado a importancia de fatores como pH, forcga idnica
do meio, temperatura, presenca de sais e as concentracdes iniciais de proteinas e taninos no
processo de complexacdo. De modo global, a importancia de tais fatores resulta em
limitacdes, do ponto de vista analitico, para a quantificacdo de taninos (VERZA, 2006).

A precipitacdo por pé de pele, seguido por absorciometria, € o método de
quantificacdo de taninos mais preconizado por codigos oficiais. Entretanto, em virtude de
limitaces relacionadas ao custo e a variabilidade de procedéncia do pd de pele, diversos
estudos tém sido realizados com o objetivo de elucidagdo do fendmeno da sua complexagéo e
avaliacdo de agentes quelantes alternativos, especialmente de natureza protéica tais como,
hemoglobina, gelatina, albumina bovina e caseina (SOARES et al, 2006).

3.3.3.2.1 Método direto por precipitacao de proteinas

Este método também é fundamentado na precipitacdo dos taninos com proteinas, ap6s
complexacdo em meio aquoso. No entanto, a determinacéo de taninos é feita sem adicéo de
nenhum reagente especifico, medindo-se no ultravioleta as fracbes de polifendis totais e
fracdo ndo-tanante (obtida apoOs separacdo dos taninos precipitados, por filtracdo). O teor de
taninos totais é calculado de forma indireta, subtraindo-se o teor de polifen6is néo
precipitados pela caseina do teor de polifendis totais (SOLON, 2006).

3.3.3.2.2 Complexacédo com derivados da povidona

A literatura tem demonstrado que o emprego de agentes complexantes de natureza
ndo-protéica podem permitir a obtencdo de complexos estaveis e providos de maior
especificidade. Neste contexto, a polivinilpirrolidona (povidona) tem se destacado devido a
sua reconhecida capacidade de ligacdo com polifendis. Ao contréario da maioria dos derivados
protéicos, os complexos formados entre polifenois e povidona sdo normalmente mais estaveis
(SOARES et al, 2006).

Alguns trabalhos tém demonstrado que a povidona apresenta maior eficiéncia na
formacdo de complexos com polifenois, em especial com taninos, do que outras substancias,

tais como caseina, gelatina e albumina sérica bovina (SOARES et al, 2006).
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3.4 Espectrofotometria UV-Vis

A espectrofotometria € um processo de medida que, basicamente, emprega as
propriedades dos atomos e moléculas de absorver e/ou emitir energia eletromagnética em uma
regido do espectro eletromagnético. As regides de maior interesse para analises quimicas séo
as compreendidas entre 200-380 nm (ultravioleta), 380-780 nm (visivel) e 2-16 p
(infravermelho) (CIENFUEGOS & VAITSMAN, 2000).

A absorcdo molecular na regido do UV e do visivel depende da estrutura eletrnica da
molécula. A absor¢édo de energia é quantizada e conduz a passagem dos elétrons de orbitais do
estado fundamental para orbitais de maior energia em um estado excitado. Para muitas
estruturas eletrénicas esta absor¢do ocorre em uma porcdo pouco acessivel do ultravioleta. A
seletividade da absorcdo no UV é uma vantagem, entretanto, uma vez que se pode reconhecer
grupos caracteristicos em moléculas de complexidade varidvel (CIENFUEGOS &
VAITSMAN, 2000).

O conhecimento da constituicdo quimica das plantas usadas na medicina popular
envolve um sistema complexo e combinatorio de diferentes ferramentas capazes de elucidar
estruturalmente as indmeras classes e/ou moléculas que podem vir a constituir uma Unica
planta. A espectrometria na faixa do ultravioleta e visivel (UV-VIS) é uma teécnica
consolidada e amplamente utilizada nos Gltimos 50 anos. A espectrometria UV-VIS permite
andlises qualitativas e quantitativas de misturas moleculares, pois possibilita a visualizacao
dos perfis espectrais que indicam a presenca dos constituintes de uma mistura (DE
CARVALHO et al, 2008).

A anélise espectrofotométrica na regido do ultravioleta/visivel, onde a maioria dos
taninos que séo flavondides absorvem fortemente na regido da luz visivel, no comprimento de
onda de 390-780 nm. E considerado um método rapido e eficiente (SANTOS, 2008).

3.5 Validagdo de metodologia analitica

A necessidade de se comprovar a qualidade de medicGes quimicas, através de sua
comparabilidade, rastreabilidade e confiabilidade, estd sendo cada vez mais reconhecida e
exigida. Dados analiticos ndo confiaveis podem conduzir a decisdes desastrosas e a prejuizos
financeiros irreparaveis. Para garantir que um novo método analitico gere informacoes
confiaveis e interpretaveis sobre a amostra, ele deve sofrer uma avaliagdo denominada de
validacdo (RIBANI et al., 2004).

Validacdo do método analitico é a confirmacdo, por exame e fornecimento de

evidéncia objetiva, de que os requisitos especificos para um determinado uso pretendido sdo
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atendidos. A validacdo do método analitico permite demonstrar que o método é "adequado ao
uso" pretendido (BARROS, 2002).

O objetivo principal da validacdo é garantir que os resultados de uma analise sejam
confiadveis. Isso se da por meio de analises experimentais do método em um ambiente onde os
equipamentos e materiais estejam devidamente calibrados e os analistas sejam adequadamente
qualificados. N&o é possivel estabelecer, no entanto, um sistema universal de validacéo. 1sso
devido a grande variedade de substancias, métodos e suas complexidades. Assim, torna-se
importante um bom planejamento em que sejam avaliados os requerimentos legais e 0 método
analitico escolhido (CHASIN et al., 1998).

E extremamente importante 0 uso de ferramentas estatisticas adequadas, tais como,
teste t de Student e F de Fisher, analise de variancia, regressdo linear, entre outras;
necessarios para demonstracdo de evidéncia objetiva da validade do método analitico
(BARRQOS, 2002).

Vaérios artigos e revisdes tém sido publicados a respeito de validacdo de métodos
analiticos, os quais descrevem defini¢cGes, procedimentos, pardmetros e estratégias de
validacdo (RIBANI et al., 2004).

No Brasil, ha duas agéncias credenciadoras para verificar a competéncia de
laboratorios de ensaios, a ANVISA (Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria) e o
INMETRO (Instituto Nacional de Metrologia, Normalizagcdo e Qualidade Industrial). Estes
orgdos disponibilizam guias para o procedimento de validacdo de métodos analiticos,
respectivamente, a Resolucdo ANVISA RE n? 899, de 29/05/2003, "Guia para validacdo de
métodos analiticos e bioanaliticos" e o documento INMETRO DOQ-CGCRE-008, de
mar¢o/2003 (RIBANI et al., 2004).

Os parametros para validacdo de métodos tém sido definidos em diferentes grupos de
trabalho de organizacfes nacionais ou internacionais. Infelizmente, algumas definicdes sdo
diferentes entre as diversas organiza¢Ges. Uma tentativa para harmonizar estas diferencas foi
feita para aplicacbes farmacéuticas, através da ICH (International Conference on
Harmonization), na qual representantes das industrias e agéncias reguladoras dos EUA,
Europa e Japdo definiram parametros, requerimentos e, em alguns casos, também
metodologias para validagdo dos métodos analiticos (RIBANI et al., 2004).

A IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) tambem redigiu um
documento técnico que define um guia para validacdo de métodos analiticos que tem sido
utilizado pela 1SO10. A norma internacional ISO/IEC 17025, que é uma norma especifica

para laboratdrios de ensaio e de calibracdo, apresenta a "validacdo de métodos” como um dos
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requisitos técnicos importantes na qualidade assegurada dos laboratdrios de ensaio, bem como
a documentacdo do trabalho de validacdo. O US-FDA (United States Food and Drug
Administration) também tem proposto guias sobre validacdo de métodos (RIBANI et al.,
2004).

Assim, 6rgdos como ICH, IUPAC, ISO, ANVISA, INMETRO e outros exigem o item
validacdo de métodos analiticos como um requisito fundamental no credenciamento para

qualidade assegurada e demonstracdo de competéncia técnica (RIBANI et al., 2004).

3.5.1 Parametros analiticos para validacdo de métodos

A Resolucgéo Especifica (R.E.) n® 899, de 29 de maio de 2003, "Guia para validacdo de
métodos analiticos e bioanaliticos” (Brasil, 2003) da ANVISA e a norma Q2(R1), "Validation
of analytical procedures: text and methodology” do International Conference on
Harmonisation (ICH, 1996), determinam que para validar uma metodologia, faz-se necessario
avaliar os seguintes parametros: especificidade, linearidade, robustez, limite de deteccéo
(LD), limite de quantificacdo (LQ), precisdo e exatiddo. Por tanto, a validacdo de
metodologias analiticas necessita ser especifica, robusta, sensivel, precisa e exata,
constituindo fundamental importancia para o controle de qualidade dos produtos e sendo parte
das normas de Boas Préticas de Fabricagdo e Controle (SOBRINHO et al., 2008).

Tanto a USP (The United States Pharmacopoea) quanto ICH reconhecem que nao
existe necessidade de avaliar todos os parametros de desempenho analitico. O tipo de método
e seu respectivo uso determinam quais parametros devem ser investigados (OLIVEIRA,
2005).

3.5.1.1 Especificidade

Entende-se por especificidade a capacidade que 0 método possui de medir exatamente
um composto em presenca de outros componentes tais como impurezas, produtos de
degradacdo e componentes da matriz (ANVISA, 2003). Isso corresponde a capacidade de um
método de ndo apresentar resultados falso positivos, quando da identificacdo de uma
substancia (CORRER, 2004).

Os procedimentos para demonstrar a especificidade dependerdo do objetivo do
procedimento analitico, porém esse deve ser 0 primeiro passo no desenvolvimento e validacéo
de um método (CORRER, 2004).

Para andlises quantitativas (teor) e andlises de impurezas, este parametro pode ser

avaliado pela incorporacdo a materia-prima ou produto acabado sob exame de niveis
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apropriados de impureza ou excipientes, demonstrando-se que o resultado ndo é afetado pela
presenca destes compostos. Outra maneira é comparar os resultados do teste com os de um
segundo método validado e bem caracterizado (ANVISA, 2003).

3.5.1.2 Intervalo

O intervalo especificado é a faixa entre os limites de quantificacdo superior e inferior
de um método analitico. Normalmente é derivado do estudo de linearidade e depende da
aplicacdo pretendida do metodo (ANVISA, 2003). A idéia é que o método deve apresentar
linearidade, exatiddo e precisdo quando as quantidades do analito encontrem-se dentro de um
determinado intervalo, ou seja, faixa de trabalho. Dependendo do tipo de ensaio, diferentes
intervalos podem ser especificados (ANVISA, 2003; ICH, 1996):
« Para a determinacdo quantitativa de matéria-prima ou produtos acabados: normalmente de
80% a 120% da concentracdo tedrica do teste;
* Para determinagdo de impurezas: do nivel de impureza esperado até 120% do limite maximo
especificado;
* Para ensaio de uniformidade de contetido: de 70% a 130% da concentracdo tedrica do teste;

* Para ensaios de dissolugdo: + 20% sobre o valor especificado no intervalo.

3.5.1.3 Linearidade

A linearidade corresponde a capacidade de uma metodologia analitica de demonstrar
que os resultados obtidos sdo diretamente proporcionais a concentracdo do analito na amostra,
dentro de um intervalo especificado, na qual se pode correlacionar o valor de uma variavel
dependente (medida) por meio de uma variavel independente (concentracdo) (ANVISA, 2003;
CHASIN et al., 1998).

A linearidade pode ser avaliada pela inspecéo visual de grafico plotado pela analise de,
no minimo, 5 concentracdes diferentes, conforme intervalo especificado pelo tipo de ensaio.
Se houver relacéo linear aparente, os resultados devem ser avaliados por métodos estatisticos
apropriados, como a regressdo linear pelo método de minimos quadrados. As grandezas
observadas podem ser o coeficiente de correlagéo, coeficiente de determinacdo, interseccao
com o eixo Y, coeficiente angular e desvio padrao relativo (ICH, 1996; ANVISA, 2003).

A correlacdo entre o sinal medido (exemplo: absorbancia) e a massa ou concentragdo
da espécie a ser quantificada muito raramente é conhecida a priori. Na maior parte dos casos,
a relacdo matematica entre o sinal e a concentracdo ou massa da espécie de interesse deve ser

determinada empiricamente, a partir de sinais medidos para massas ou concentracfes
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conhecidas dessa espécie. Essa relacdo matematica, muitas vezes, pode ser expressa como
uma equacdo de reta chamada de curva analitica. Embora somente dois pontos definam uma
reta, na pratica as linhas devem ser definidas por, no minimo, cinco pontos que ndo incluam o
ponto zero na curva, devido aos possiveis erros associados (RIBANI et al., 2004).

Matematicamente, a estimativa dos coeficientes de uma curva analitica a partir de um
conjunto de medigBes experimentais pode ser efetuada usando o método matematico
conhecido como regressdo linear. Além dos coeficientes de regressdo a e b, também ¢é
possivel calcular, a partir dos pontos experimentais, o coeficiente de correlacdo r. Este
pardmetro permite uma estimativa da qualidade da curva obtida, pois quanto mais proximo de
1,0, menor a dispersdo do conjunto de pontos experimentais e menor a incerteza dos
coeficientes de regressdo estimados. Para verificar se a equacdo de regressdao é
estatisticamente significativa podem ser efetuados os testes de ajuste do modelo linear,
validade da regressédo, sua eficiéncia e sua eficiéncia maxima. Um coeficiente de correlagéo
maior que 0,999 é considerado como evidéncia de um ajuste ideal dos dados para a linha de
regressdo (RIBANI et al., 2004). O critério minimo aceitavel do coeficiente de correlacédo (r)
deve ser igual a 0,99 (ANVISA, 2003).

3.5.1.4 Exatidao

A exatiddo de um método analitico é a proximidade dos resultados obtidos pelo
método em estudo em relacdo ao valor verdadeiro. Varias metodologias de avaliacdo da
exatidao estdo disponiveis (BRASIL, 2003; ICH, 1996). O numero de ensaios varia segundo a
legislacdo ou diretriz adotada e também com as caracteristicas da pesquisa. A ICH estabelece
que um minimo de nove determinacGes envolvendo um minimo de trés diferentes niveis de
concentracdo deve ser obedecido. Por exemplo, ensaios em triplicata para trés niveis de
concentracdo. Esta recomendacdo é também adotada pela ANVISA (RIBANI et al., 2004).

Os processos mais utilizados para avaliar a exatiddo de um método sdo: materiais de
referéncia; comparacdo de métodos; ensaios de recuperacdo; adicdo padrdo. A recuperacdo
(ou fator de recuperacdo), R, é definida como a proporcdo da quantidade da substancia de
interesse, presente ou adicionada na por¢do analitica do material teste, que € extraida e
passivel de ser quantificada (RIBANI et al., 2004).

3.5.1.5 Precisdo
A precisdo consiste na avaliagdo da proximidade dos resultados obtidos em uma serie

de medidas de uma amostragem multipla de uma mesma amostra (BRASIL, 2003).
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A precisdo pode ser considerada em trés niveis (BRASIL, 2003; ICH, 1996):
* Repetibilidade (precisdo intra-dia): concordancia entre os resultados dentro de um curto
periodo de tempo com 0 mesmo analista e instrumentacdo. Esta pode ser obtida pela avaliacéo
de um minimo de 9 (nove) determinacfes de um minimo de 3 (trés) niveis de concentracdes,
de acordo com o intervalo especificado (ex. 3 concentragdes/3 replicatas cada) ou num
minimo de 6 determinagdes a 100% da concentracdo teste.
* Precisdo Intermediaria (Precisdo inter-dia): concordancia entre os resultados do mesmo
laboratdrio, mas obtidos em dias diferentes, com analistas diferentes ou equipamentos
diferentes. Recomenda-se um minimo de 2 dias diferentes com analistas diferentes.
* Reprodutibilidade (Precisdo inter-laboratorial): concordancia entre os resultados obtidos em
laboratorios diferentes.
A precisdo pode ser expressa como desvio padrdo ou desvio padrdo relativo (coeficiente de
variacdo) de uma série de medidas, ndo devendo ultrapassar 5% de variacao.
Onde DP é o desvio padrdo e CMD a concentracdo média determinada (BRASIL, 2003).

3.5.1.6 Robustez

A robustez é a medida da capacidade do método em resistir e pequenas e deliberadas
variacbes dos parametros analiticos, indicando sua confianca durante o uso normal
(CORRER, 2004).

3.5.1.7 Sensibilidade

A sensibilidade é definida como a capacidade de um método distinguir, com
determinado nivel de seguranca, duas concentracdes proximas. A sensibilidade é util como
um parametro comparativo entre dois métodos, em que o método de maior sensibilidade

apresenta curva padrdo com maior inclinagdo (CORRER, 2004).

3.5.1.8 Limite de deteccado

Limite de deteccdo € a menor quantidade do analito presente em uma amostra que
pode ser detectado, porém ndo necessariamente quantificado, sob as condi¢des experimentais
estabelecidas. O limite de deteccdo é estabelecido por meio da analise de solucbes de
concentragdes conhecidas e decrescentes do analito, até o menor nivel detectavel (BRASIL,
2003).
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3.5.1.9 Limite de quantificacdo

E a menor quantidade do analito em uma amostra que pode ser determinada com
precisdo e exatiddo aceitaveis sob as condi¢cdes experimentais estabelecidas. O limite de
quantificacdo é um parametro determinado, principalmente, para ensaios quantitativos de
impurezas, produtos de degradacdo em farmacos e produtos de degradacdo em formas
farmacéuticas e é expresso como concentracdo do analito (por exemplo, porcentagem p/p ou
p/V, partes por milhdo) na amostra (BRASIL, 2003).

O limite de quantificacdo é estabelecido por meio da analise de solucBes contendo
concentracfes decrescentes do farmaco até o menor nivel determinavel com precisdo e
exatiddo aceitaveis (BRASIL, 2003).
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4. Metodologia

4.1 Material Vegetal

O material vegetal, constituido de folhas de Eugenia punicifolia, foi fornecido pela
Embrapa Amazonia Ocidental. As plantas foram colhidas com, aproximadamente, um ano de
idade e em fase reprodutiva.

4.2 Tratamento do material vegetal e obtencdo da Matéria-Prima Vegetal (MPV)

O material vegetal recebido foi selecionado manualmente, sendo separados folhas e
ramos para tratamento individual. As partes morfoldgicas do vegetal, separadamente, foram
submetidas a secagem em estufa de ar circulante a temperatura de 45 °C + 2 °C, até
estabilizacdo da umidade residual. Apds a secagem, as folhas foram moidas em moinho de

facas. O material resultante foi misturado, constituindo a matéria-prima vegetal.
4.3 Caracterizacdo da Matéria-Prima Vegetal (MPV)
O material vegetal foi caracterizado através dos ensaios descritos abaixo.
4.3.1. Determinacéo de perda por dessecacdo (F. Bras. 1V, 1988)
Cerca de 0,5 g da matéria-prima vegetal, exatamente pesados, foram colocados em
pesa-filtro, previamente tarado, e levados para a estufa a 105°C por um periodo de 2 horas.

Em seguida, os pesa-filtros foram resfriados em dessecador por 20 minutos e pesados. Este

procedimento foi repetido até peso constante.

4.3.2. Analise granulométrica por tamisagdo (VOIGT, 2000)

Cerca de 50 g da matéria-prima vegetal foi submetida a passagem através de tamises
com abertura de malha de 1,00; 0,800; 0,710; 0,600; 0,500; 0,400; 0,330 e 0,250 mm. A
tamisacéo foi realizada a 60 vibragdes por segundo durante 15 minutos. As fracdes retidas nos

tamises e coletor foram pesadas e os dados analisados por metodo grafico. A partir das curvas
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de retencdo e passagem foi calculado o didmetro médio de particula e o histograma de

distribuicdo granulométrica.

4.3.3 Teor de extrativos (BUNDESVEREINIGUNG, 1986)

Cerca de 1g da matéria-prima vegetal, exatamente pesados, foi colocado em
erlenmeyer adicionado de 100 ml de &gua destilada, pesado o conjunto, e submetido a
extracdo por decoccdo durante 10 minutos. Apds resfriamento, pesou-se novamente o
conjunto reconstituindo-se a massa inicial com agua destilada, filtrou-se desprezando os
primeiros 20 ml do filtrado. Cerca de 20g do filtrado, foram pesados e colocados em pesa-
filtro, previamente tarados, e evaporados a secura em banho-maria, com agitacdo ocasional.
Apos a evaporacéo, o pesa-filtro, contendo a amostra foi levado & estufa 105°C + 2°C até peso
constante. O resultado foi expresso pela média de trés determinacGes e o teor extrativo foi

calculado segundo abaixo.

gx FDx100
m— pd

TE =

Onde; TE = teor extrativo (%, m/m); g = massa (g) do residuo seco; FD = constante, igual a 5;

m= massa da amostra inicial (g); pd = perda por dessecacdo da amostra (%, m/m).

4.4 Obtencéo da solucdo extrativa e do extrato seco

A solucdo extrativa foi preparada, conforme utilizacdo popular, através de infusdo da
droga vegetal (relagdo droga:solvente de 7,5:100 m/v) utilizando &gua destilada em ebulicéo
por um periodo de 15 minutos.

A solucdo extrativa foi seca através de secagem por aspersdo em equipamento Mini
Spray Dryer modelo MSD 1,0 da Labmagq, utilizando o bico de secagem ndmero 1 (0,7 mm),
fluxo de alimentacdo de 8 ml/mim com temperatura de secagem de 120 °C.

4.4.1 Caracterizagao da solugéo extrativa
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- Determinagao de residuo seco (BUNDESVEREINIGUNG, 1986)

Foi realizado através de método gravimétrico, onde aliquota de 20,0 mL da solucéo
extrativa foi exatamente pesada, diretamente, em pesa-filtro, previamente tarado, e evaporada
até secura em banho de agua, sob agitacdo ocasional. Apds evaporacao da solugdo extrativa, o
pesa-filtro contendo o residuo foi levado a estufa 105 °C + 2 °C até peso constante. A andlise
foi realizada em triplicata. O resultado foi expresso pela média e desvio-padrdo de trés

determinacdes.
- Determinagéo de densidade (F. Bras. 1V,1988)

Foi realizada em picndmetro de 25 mL, previamente calibrado através da afericdo do
mesmo vazio e contendo agua. Em seguida, foi determinada a massa do picnémetro contendo
a solucdo extrativa. A densidade esta expressa pela média e desvio-padrdo de trés

determinac6es e calculada segundo a equacéo abaixo.
25 m,

5=

Mo

25 . . ~ . ,
onde: d2s = densidade relativa; ms = massa da solucdo extrativa; Mu,0 = massa da agua

- Determinacdo do pH (F. Bras. 1V,1988)

O pH foi determinado utilizando 10 mL da solucdo extrativa, em potenciémetro,
previamente calibrado. O resultado esta expresso pela média de trés determinacdes.

4.5 Otimizacdo de metodologia analitica para quantificacdo de taninos em Eugenia

punicifolia

4.5.1 Doseamento Espectrofotométrico

O doseamento espectrofotométrico se deu apds a complexacdo dos taninos com
proteinas e polimeros de alto peso molecular seguido anélise por:
- Medicé&o direta (Soares, 2002) e
- Apos complexagdo com o reagente de Folin-Denis (BOHME & HARTKE, 1976 modificado
por MARTINS, 1998).
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4.5.2 Sele¢do do comprimento de onda de leitura ideal

4.5.2.1 Medicéo direta

Foram obtidos espectros de varredura da solucdo extrativa e comparagdo com espectro
de varredura da substancia de referéncia (acido galico), na regido do ultravioleta (A = 190 a

340 nm). O comprimento ideal ap6s varredura encontrado foi de 270 nm.

4.5.2.2 Medicéo ap6s complexacdo com Folin-Denis

Foram obtidos espectros de varredura da solugéo extrativa de concentragdo 320 pg/mL
e comparacdo com espectro de varredura da substancia de referéncia (acido galico) com
diferentes proporc6es dos reativos de complexacdo: 1,0; 2,0 e 3,0 mL de reagente de Folin-
Denis, com 17,0; 16,0 e 15,0 mL de carbonato de sodio a 20%, respectivamente, na regido de
comprimento de onda de 350 a 900 nm, a fim de determinar o melhor comprimento de onda e
proporcdo de reativos. O comprimento de onda encontrado apds varredura foi de 750 nm e a
proporcao de reativos foi de 2,0 mL do reagente de Folin-Denis, com 16,0 mL de carbonato

de sodio a 20% e 2,0 mL da solucéo extrativa de 320 pg/mL.

4.5.3 Obtencao de curva de calibracdo do padréo Acido Galico

4.5.3.1 Medicao direta

A curva de calibracdo foi obtida através da realizacdo da analise de solucBes aquosas de
acido galico nas concentracdes 4, 8, 12, 16 e 20 pg/mL no comprimento de onda de 270 nm.
As absorbancias foram determinadas utilizando agua destilada como branco. Os resultados

correspondem a média de trés leituras para cada concentracéo.

4.5.3.2 Medicéo apds complexacdo com Folin-Denis

A curva de calibracdo foi obtida através da realizagdo da analise de solucBes aquosas de
acido galico nas concentracgdes 16, 20, 28, 32, 40 e 60 pg/mL no comprimento de onda de 750
nm, ap6s complexacdo com 2,0 mL do reagente de Folin-Denis e 16 mL do carbonato de sodio

a 20%, conforme descrito para os polifendis totais. As absorbancias foram determinadas
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utilizando agua destilada como branco. Os resultados correspondem a média de trés leituras
para cada concentragéo.

4.5.3.3 Determinac&o do coeficiente de extingdo molar ( A’* ) do padrao de &cido galico

Foi determinado atravées de curva de calibracéo a partir de uma solucéo de acido gélico
1% (m/v) tanto para a leitura direta como ap6s a complexagdo com o reagente de Folin-Denis,

utilizando-se a seguinte formula:

Icm _ Ap x10
Al% - C

1% —
cm

onde: coeficiente de absorcdo especifica do acido galico, Ap = absorbancia da solugédo

de &cido gélico , C = concentragdo do acido galico (mg/mL)
4.5.4 Determinacdo do tipo e concentracdo do agente complexante

Foram avaliados quatro agentes complexantes com distintas concentragdes (tabela 1).
O tempo de complexacdo foi fixado em 1 hora. Os resultados foram expressos em percentual
calculados como acido galico e a analise da amostra foi realizada através de medicdo direta

em espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 270 nm.

Tabela 1 - Tipo e concentracdo de agentes complexantes

Agente complexante

Caseina Gelatina Celulose Microcristalina Polivinilpirrolidona

Concentragéo (mg)
50 100 150
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O doseamento dos taninos totais se deu por meio de leitura direta e pela adi¢do do

reagente de Folin-Denis e comparagdo com espectro de varredura da substancia de referéncia

(&cido gélico), conforme esquema abaixo (Figura 6):

Solugdo Extrativa ]

[+
J

Solugdo Mée

Agerte
complexante

(preciptacio)

Acido Galico

=

—— iL Solugdo Amostra

PFT ]
Lertura

l Zohipio Padrio
p—
Direta

Al l ﬂp

Leitura
Direta

-]

J agtacdo 1h

Y
L
!

Solugdo Amostra
FHT —

Leitwra
Direta

=

A2

+reagente de Folin Denis + de MNaCO, 20%, 2 min., leitura em hespecifico

Figura 6 - Esquema do doseamento espectrofotométrico de taninos totais

4.5.5.1 Doseamento espectrofotométrico de Polifendis Totais e Fracdo ndo-tanante

atraveés de leitura de direta para determinacao de Taninos totais

- Doseamento de polifendis totais (PT): Determinou-se a absorbancia da solucdo extrativa

de 80 pg/mL no comprimento de onda de 270 nm.

- Doseamento da fracdo nao-tanante (FNT): Pesou-se quantidade do agente complexante,

conforme tabela 1 e adicionou-se a 10mL da solucdo extrativa de 80 pg/mL. Agitou-se a

mistura em agitador magnético durante uma hora. Em seguida, filtrou-se a mistura com papel

de filtro. O filtrado foi chamado de fracdo ndo tanante (FNT). Determinou-se a absorbancia

no comprimento de onda de 270 nm.
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4.55.2 Doseamento espectrofotométrico de Polifendis Totais e Fragdo nao-tanante
através de reacdo com reagente Folin-Denis para determinacao de Taninos totais

- Doseamento de polifendis totais (PT): Em um béquer de 20mL, adicionou-se uma aliquota
de 2 mL da solucdo extrativa de 80 pg/mL, 2 mL do reativo de Folin-Denis e 16 mL da
solucdo de carbonato de sodio a 20% (m/V). Determinou-se a absorbancia no comprimento de
onda de 750 nm, exatamente 2 minutos ap0s adicdo do ultimo reagente, utilizando agua

destilada como solucdo de compensacao.

- Doseamento da fracdo nao-tanante (FNT): Pesou-se 150 mg do agente complexante
polivinilpirrolidona e adicionou-se a 10mL da solucdo extrativa de 80 pg/mL. Agitou-se a
mistura em agitador magnético durante uma hora. Em seguida, filtrou-se a mistura com papel
de filtro. O filtrado foi chamado de fracdo ndo tanante (FNT). Em um béquer de 20mL,
adicionou-se uma aliquota de 2 mL da fragdo ndo-tanante (FNT), 2 mL do reativo de Folin-
Denis e 16 mL da solucdo de carbonato de sddio a 20% (m/V). Determinou-se a absorbancia
no comprimento de onda de 750 nm, exatamente 2 minutos apos adicdo do Gltimo reagente,

utilizando &gua destilada como solugéo de compensacao.

- Preparacdo dos reativos Folin-Denis: Adicionou-se a 75mL de &gua destilada, 10,0g de
tungstato de sddio, 2,0g de acido fosfomolibdico e 5,0mL de &cido fosférico. Ferveu-se a

mistura sob refluxo por 2 horas, resfriar e diluir a 100mL com &gua destilada.

- Solucgéo de carbonato de s6dio 20% (m/V): Dissolveu-se 200g de carbonato de sddio anidro

em 1000mL de agua destilada a aproximadamente 70°C. Filtrou-se a solucao apos 24 horas.

4.5.5.3 Determinacéo do teor de taninos totais (TT)
O teor de taninos totais foi calculado através da diferenca entre o teor de polifendis

totais e da fracdo ndo-tanante, através das equacoes 1,2 e 3.

PFT =D crvaciory FNT=—22FP i)

% %

(m—p)-Ag, (M= p)- Agy

TT =PFT —FNT (Equacéo 3)
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onde: PFT = polifendis totais (g%); FNT = fracdo ndo-tanante (g%); TT = taninos totais; Al =
absorbancia de polifendis totais; A2 = absorbancia da fracdo ndo-tanante; FD = fator de
diluicdo; m = massa de matéria-prima vegetal (g); p = perda por dessecacdo de matéria-prima

vegetal (g); A1'” = coeficiente de absorcéo especifica do acido galico.

4.5.6 Otimizacdo de doseamento espectrofotométrico através de reacdo com reagente

Folin-Denis

4.5.6.1 Influéncia da concentracdo do reagente sobre a absorbéncia no doseamento de
polifendis totais

A influéncia da concentracdo do reagente Folin-Denis sobre a absorbancia de
polifendis totais foi determinada partindo-se da reacdo de 2,0 mL de solucdo extrativa com
concentracdo de 320 pg/mL. Foram utilizadas aliquotas de 1,0; 2,0; 3,0 e 4,0 mL de Folin-
Denis, 2,0 mL de solucdo extrativa, completando-se com a solucdo de carbonato de sodio
20%, para um volume final de 20,0 mL. A absorbancia foi lida, exatamente, 2 minutos apds a

adicéo do ultimo reagente, em comprimento de onda de onda de 750 nm.
4.5.6.2 Influéncia do tempo de leitura

Foi determinada a absorbancia dos polifendis totais nos tempos 1, 2, 5, 10, 15, 20, 30,
40, 50 e 60 minutos de reacdo com 2,0 mL de solugdo extrativa com concentracdo de 320
pg/mL, 2 mL de reagente de Folin-Denis e 16 mL de Carbonato de sédio 20%.
4.5.7 Validacdo de metodologias analiticas

Ambas as metodologias de quantificacdo, leitura direta e por reagdo com adicdo do
reagente de Folin-Denis, foram validadas seguindo os parametros descritos abaixo (USP, 25;
ICH, 1995).

45.7.1 Linearidade

A linearidade foi estabelecida pela média de trés curvas calibracéo.
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As curvas de calibracdo do padrdo &cido galico foram obtidas conforme demonstrado
no item 4.6.3.

As curvas de calibracao da solucdo extrativa foram obtidas conforme descrito abaixo:

Leitura por Medicéo direta

A curva de calibracéo foi obtida através da realizacdo da andlise de solucGes extrativa nas
concentragdes 20, 32, 40, 60, 80 e 88 pg/mL no comprimento de onda de 270 nm. As
absorbancias foram determinadas utilizando &gua destilada como branco. Os resultados
correspondem & média de trés leituras para cada concentracéo.

Medicao apdés complexacdo com Folin-Denis

A curva de calibracdo foi obtida através da realizacdo da andlise de solugdes extrativas
nas concentracGes 40, 80, 160, 240, 320 e 360 pg/mL, utilizando-se 2 mL de cada solucéo
extrativa, 2,0 mL do reagente de Folin-Denis e 16 mL do carbonato de sddio a 20%,
aguardando-se 2 minutos para realizagdo da leitura no comprimento de onda de 750 nm. As
absorbancias foram determinadas utilizando &gua destilada como branco. Os resultados
correspondem a média de trés leituras para cada concentracéo.

4.5.7.3 Exatidéo

A exatiddo foi realizada através do percentual de recuperacdo de uma quantidade
conhecida da solucdo padrdo adicionada a amostra. A amostra sem adi¢cdo de padréo e cada
uma das amostras com o padrdo adicionado (concentracdo estimada) foram analisadas e a
recuperacgdo foi expressa em termos de porcentagem da quantidade medida da substancia em
relagdo a quantidade adicionada, conforme a equacéo da RE 899/2003:

Exatidao = (concentracdo média experimental/concentragdo tedrica) x 100

Exatidao por leitura direta

Quantidades conhecidas de acido galico foram adicionadas em triplicata a solugdo

extrativa (40 pg/ml) em trés niveis de concentracao baixo (4 pg/mL), médio (8 pg/mL) e alto
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(12 pg/mL). A leitura foi realizada em espectrofotdometro no comprimento de onda de 270
nm. As absorbancias foram determinadas utilizando agua destilada como branco.

Exatidao por medicao utilizando do reagente Folin-Denis

Quantidades conhecidas de &cido galico foram adicionadas em triplicata a solugéo
extrativa (80 pg/ml) em trés niveis de concentracdo baixo (20 pug/mL), médio (28 pg/mL) e
alto (40 pg/mL). A leitura foi realizada em espectrofotobmetro no comprimento de onda de

750 nm. As absorbancias foram determinadas utilizando agua destilada como branco.

4.5.7.3 Repetibilidade

A repetibilidade foi determinada pela analise de nove amostras individuais, tanto do
padrdo como da solucdo extrativa, conforme descrito abaixo. A repetibilidade foi expressa

atraves do coeficiente de variagcdo (CV).

Repetibilidade por leitura direta

Para o estudo da repetibilidade por leitura direta foi utilizada a anélise de nove
determinagdes a 100% da concentragao testada, ou seja, 12 pg/mL para o padrdo e 40 pg/mL
para a solucdo extrativa. A leitura foi realizada em espectrofotémetro no comprimento de

onda de 270 nm. As absorbancias foram determinadas utilizando &dgua destilada como branco.
Repetibilidade por medicdo utilizando do reagente Folin-Denis

Para o estudo da repetibilidade apds adi¢do do reagente Folin-Denis foi utilizado a
analise de nove determinacBes a 100% da concentracdo testada, ou seja, 28 pg/mL para o
padréo e 80 pug/mL para a solugdo extrativa. A leitura foi realizada em espectrofotémetro no
comprimento de onda de 750 nm.

4.5.8 Andlise Estatistica

A analise estatistica constou de andlise de variancia (ANOVA) e analise de regressdo
linear (MONGOMERY, 1991) utilizando o pacote de programa estatistico do Excel 2003.
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5. Resultados e Discussao

5.1. Caracterizacao da Matéria-Prima Vegetal (MPV)
Na tabela 2 estdo descritos os resultados dos ensaios de caracterizacdo da Matéria-

Prima Vegetal.

Tabela 2 - Caracterizacdo da Matéria-Prima Vegetal

Ensaio Resultados (X £ s)
Perda por dessecacéo (%) 14,29 £ 0,39
Diametro médio de particula (um) 610,3

Teor extrativo (g%) 22,79 £ 0,083

Os ensaios realizados demonstraram que amostra apresentou perda por dessecacdo de
14,29%, indicando que a operacdo de secagem nao foi eficiente em eliminar o contetdo de
umidade. Isso demonstra também, que a umidade residual estd inapropriada para o
armazenamento, ou seja, acima de 14%, com isso, pode-se induzir o desenvolvimento de
microorganismo que possam comprometer a estabilidade e contaminar os produtos elaborados
a partir da MPV (LIST e SCHMIDT, 1989). Sendo assim, a MPV foi imediatamente utilizada
para obtencdo de solucdo extrativa, a qual foi secada em spray-dryer para a obtencdo do
extrato seco, sendo este utilizado nos experimentos para quantificacdo de taninos.

A analise granulométrica por tamisacdo é um parametro importante para identificacao
da distribuicdo de tamanho de particula da matéria-prima vegetal, uma vez que a granulometria
da matéria prima-vegetal é um dos fatores de grande influéncia no processo extrativo, exigindo
assim, uma padronizagdo (LIST e SCMIDT, 1989; SIMOES et al. 2003).

O histograma de distribuicdo das particulas da matéria-prima vegetal (Figura 7) mostra
uma ampla faixa de distribuicdo granulométrica em 850-710 nm. Conforme a figura 8 observa-

se que 50% das particulas estdo situadas em 610,3 pm.
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Figura 7 - Histograma de distribuicdo da matéria-prima vegetal E. punicifolia
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Figura 8 - Curva de retencgdo e passagem da matéria-prima vegetal E. punicifolia

A analise do teor extrativo descreve a quantidade de sélidos sollvel presentes na
matéria-prima vegetal e, também, a eficiéncia da d&gua em extrair as substancias presentes nas
células vegetais (LIST e SCMIDT, 1989). O teor extrativo encontrado conforme a tabela 2 foi
de 22,79 g%.

5.2 Caracterizagao da solugéo extrativa

Na tabela 3 estdo descritos os resultados dos ensaios de caracterizagdo da solucdo

extrativa.
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Tabela 3 - Caracterizagéo da solugéo extrativa

Ensaio Resultados (X % s)
Residuo Seco g% 1,41 + 0,015
Densidade 1,01

pH 4,75

A quantidade de sélidos solUveis presentes na solucao extrativa é determinada pelo teor
de residuo seco. Posteriormente, ele é utilizado para avaliagcdo do rendimento operacional num
processo de secagem da solucdo extrativa. O residuo seco encontrado para essa solucédo foi de
1,419%, isso significa que 100g da solucdo extrativa apresenta 1,41 g de substancias sélidas
soluveis.

A densidade apresentada pela solucdo extrativa foi de 1,01, mostrando-se proxima da
densidade da agua. O pH apresentado foi de 4,75, ou seja, um pH &cido que pode se mostrar
eficaz no combate ao desenvolvimento microbiano e indicativo do alto teor de polifendis

presentes na solucéo.
5.3 Doseamento Espectrofotométrico
5.3.1 Selecdo do comprimento de onda de leitura ideal
5.3.1.1 Medicdo direta

O espectro de varredura da solucdo extrativa e comparacdo com espectro de varredura
da substancia de referéncia acido galico (Figura 9) permitiu escolher-se o comprimento de
onda ideal. Devido a semelhanca no espectro de varredura, o &cido galico foi escolhido como

substancia de referéncia e com isso permitiu selecionar o comprimento de onda ideal de 270

nm, que foi utilizada para a realizacdo dos demais ensaios.
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Figura 9 - Espectro de varredura da solucdo extrativa (em roxo) e do padrdo acido galico (em preto)

através de leitura direta.

5.3.1.2 Medicéo apdés reacao com Folin-Denis

O espectro de varredura da solucdo extrativa e comparagdo com espectro de varredura
da substancia de referéncia acido galico (Figura 10) permitiu escolher o comprimento de onda
ideal. Pode ser observado que 750 nm é o maximo de absorcdo do padrao de acido galico, no
entanto, hd um leve deslocamento para a solucéo extrativa (722nm). No entanto, considerando
a semelhanca nos espectros e que ha um platd na faixa entre 720 e 750 nm da solucdo
extrativa, este uUltimo comprimento de onda parece ser o ideal para realizacdo dos

experimentos.
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Figura 10 - Espectro de varredura da solucdo extrativa (em verde) e do padrdo &cido gélico (em azul)

apos leitura utilizando o reagente de Folin-Denis.
5.3.2 Curva de calibracgéo do padrdo Acido Galico
5.3.2.1 Medicéo direta
A curva de calibracdo, obtida a fim de verificar a viabilidade da utilizacdo do acido

galico como uma substancia de referéncia para a quantificacdo dos taninos é mostrada na

Figura 11. Os parametros de regresséo estdo descritos na tabela 4.
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Figura 11 - Curva de Calibracédo para o acido galico apds leitura direta

Tabela 4 - Parametros de regresséo da curva de Calibragdo para o acido galico ap6s leitura direta

Parametros da regressao A =270 nm

Intersecdo -0,04257

Inclinagéo 0,046808

R? 0,996607
1% 422,52

Pode ser observado um coeficiente de regressdo significativo acima de 0,99, indicando

regressao linear e que a faixa de trabalho selecionada esta apropriada para os experimentos. A

partir da curva também foi calculado o coeficiente de extincao molar

1%
cm*

5.3.2.2 Medicédo apos reacdo com Folin-Denis

Na figura 12 e tabela 5 pode ser observada a curva de calibracdo do padrdo de acido

galico apds complexacdo com o reagente de Folin-Denis. Pode ser verificado um coeficiente

de regressao significativo acima de 0,99 indicando regresséo linear.
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Figura 12 - Curva de Calibracédo para o acido galico apés reagdo com Folin-Denis

Tabela 5 - Parametros de regressao da curva de Calibracdo para o acido galico apds reacdo com Folin-

Denis

Parametros da regressao A =270 nm

Intersecéo 0,0479

Inclinacéo 0,0104

R? 0,99388
1% 121,64

cm

5.3.3 Selecdo de tipo e concentracdo de agente complexante para determinacdo de

taninos totais

O teor de taninos totais é mostrado na figura 13. Como se pode observar, com relagdo

ao tipo de agente complexante houve influéncia significativa sobre o teor de taninos, no

entanto, a variacdo da concentracdo de caseina e celulose, como agente complexante, ndo

afetou o teor de taninos, os quais foram de 13,68+0,18 g% e 11,88+0,07 g%, respectivamente.

Por outro lado, as diferentes concentrages de polivinilpirrolidona (PVP) influenciaram,
significativamente, o teor de taninos, sendo de 15,5+0,2 g%; 17,46+0,09 g% e 18,24+0,02 g%
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para 50, 100 e 150 mg de PVP, respectivamente. Sendo assim, o melhor agente complexante e
a concentracdo ideal é de PVVP 150 mg.

Pode-se observar também que a gelatina, proposta inicialmente como agente
complexante, ndo consta no grafico, pois ndo foi possivel fazer a sua determinacédo devido a
sua solubilizacdo com a solucéo extrativa e, desta forma, inviabilizando sua utilizagéo para
determinacéo do teor de taninos totais.
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16,00 -
14,00 -
12,00 -

10,00 A B Celulose

Microcristalina
8,00 - O Caseina

Taninos totais (g%)

6,00 -
4,00 ~
2,00 4
0,00 -

B Polivinilpirrolidona

50 mg 100 mg 150 mg

Concentragcdo Agentes Complexantes

Figura 13 — Gréfico da determinacdo do teor de taninos totais (TT) por leitura direta

5.4 Otimizacdo de metodologia analitica para quantificacdo de taninos em Eugenia
punicifolia utilizando o reagente de Folin-Denis

5.4.1 Influéncia da concentracdo do reagente sobre a absorbancia no doseamento e
polifendis totais

Na figura 14 estd demonstrado a variacdo das absorbancias dos polifendis totais de
acordo com diferentes concentragdes do reagente de Folin-Denis e carbonato de sédio. Pode
ser observado que ha um aumento significativo nas absorbancias a medida que se aumenta o
reagente Folin-Denis e diminui o carbonato de sddio.
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Figura 14 - Influéncia da concentracdo do reagente de Folin-Denis sobre a absorbancia de polifendis
totais.

5.4.2 Influéncia do tempo de leitura

Os resultados encontrados (figura 15) mostram que as absorbancias permaneceram
estaveis, sem diferenca significativa até 20 min de tempo de leitura, ocorrendo em seguida um
aumento significativo até os 60 min. Isso se deve ao fato da formacdo do complexo colorido
tanino-reagente de Folin-Denis ser extremamente instavel, constituindo-se esta uma das
principais limitagdes do método. Isto pode ser minimizado através da padronizagdo do tempo
de leitura da absorbancia (SOLON, 2006).
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Figura 15 - Influéncia do tempo de leitura sobre a absorbancia dos polifenois apds reacdo com o
reagente de Folin-Denis
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5.4.3 Determinacao do teor de taninos totais (TT) apds reacdo com Folin-Denis

Conforme resultado encontrado (tabela 6) por leitura direta, utilizou-se o agente
complexante polivinilpirrolidona na concentracdo de 150 mg para verificar se houve diferenca
significativa no teor de taninos totais ap6s a adi¢do do reagente Folin-Denis.

Os resultados demonstraram que ndo houve diferenga significativa (p = 0,1347), no
teor de taninos totais presentes no extrato seco de E. punicifolia, de acordo com o método
espectrofotométrico utilizado, ou seja, ambos os métodos originam o mesmo resultado, cerca

de 18 g% de taninos totais.

Tabela 6 - Teor de taninos totais em extrato seco de E. punicifolia apds reacdo com Folin-Denis e por

leitura direta

ensaio Teor de Taninos Totais g%
X+s

Leitura direta 18,25 + 0,03

Reacdo com Folin-Denis 17,81 +£0,41

Dessa forma, considerando que a leitura direta € um método mais pratico para
utilizacdo de doseamento, seria mais indicado para este tipo de analise. No entanto, a
metodologia utilizando o reagente de Folin-Denis, também, ainda é bastante difundida.

Assim, optou-se por analisar os parametros de validacdo para ambos os métodos.

5.5 Validacdo de metodologias analiticas

5.5.1 Medicéo direta

A linearidade foi determinada através da construcdo de curvas de calibracdo para o
padrdo acido galico (figura 11) e para a solucédo extrativa (figura 16). Pode ser observado, que
curva da solugdo extrativa apresenta coeficiente de regressdo de 0,9996, demonstrando
significancia na linearidade. Na tabela 7 pode ser observado o grau de significancia das curvas
de calibracéo.
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Figura 16 - Curva de calibragdo da solucéo extrativa apos medicao direta

Tabela 7 - Linearidade para o padréo acido galico e para a solucao extrativa ap6s medicao direta

Amostra R? p-valor a b
Acido galico 0,996607 8,4 x10° -0,0426 0,0468
Solucéo extrativa 0,99964 48x10° 0,0069 0,0098

Ambas as amostras, padrdo e solucdo extrativa, apresentaram valor de repetibilidade

com coeficiente de variacdo abaixo de 0,5% 0 que demonstra a precisdo do método analisado

(tabela 8).

Tabela 8 - Repetibilidade do padrdo acido galico e solucdo extrativa

Concentracéo Acido galico (UA) Solucgéo Extrativa (UA)
X +5 (CV%) X +5 (CV%)

12 pg/mL 0,501 + 0,002 (0,48) -

40 pg/mL - 0,403 + 0,001 (0,25)

Os valores de exatiddo do método estdo descritos na tabela 9, o qual é constatado

atraves do ensaio de recuperacédo de acido galico apds contaminacéo na solucéo extrativa. Pode

ser observado que todas as concentracdes estudadas demonstram uma recuperacdo acima de

90% com baixo coeficiente de correlagdo (< 2%), o que de acordo com o a literatura indica que
exatiddo do método (BRASIL, 2003).
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Tabela 9 - Resultados do estudo de recuperagdo do acido gélico pela solucéo extrativa de E. punicifolia

Concentracdo teorica Concentracdo experimental Recuperacéo (%)
(ng/mL) (ng/mL) X +5 (CV%)
13,27 12,30 93,88 £ 1,67 (1,78)
17,10 16,10 94,030 £ 0,18 (0,19)
20,74 19,80 95,99 + 0,73 (0,76)

5.5.2 Medicao apos reagdo com o reagente de Folin-Denis

A curva de calibracdo da solucdo extrativa (figura 17) ap0s reacdo com o reagente de
Folin-Denis apresentou linearidade significativa com r? de 0,9985 e, semelhante ao padrdo
acido gélico, evidencia que o método apresenta faixa de trabalho adequado a quantificacdo dos
taninos totais (tabela 10). No entanto, pode ser observado que os valores de regressdo sao

menores que os apresentados pela leitura direta (tabela 7)
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Figura 17 - Curva de calibracdo da solucéo extrativa apds reacdo com o reagente de Folin-Denis
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Tabela 10 - Linearidade para o padrdo acido galico e para a solucdo extrativa apds reacdo com o
reagente de Folin-Denis

Amostra R? p-valor a b
Acido galico 0,99388 1,4 x 107 0,047877 0,010432
Solucéo extrativa 0,9985 8,4 x 107 0,103239 0,002279

Os valores de repetibilidade para as medi¢Ges ap0s reacdo com do reagente de Folin-
Denis (tabela 11), apresentaram resultados discrepantes entre a solucdo extrativa com baixo
coeficiente de correlacdo (0,40%) e do padrdo &cido galico com alto coeficiente de correlacdo

(5,86%), indicando a falta de precisdo do método, principalmente para o padréo acido gélico.

Tabela 11 - Repetibilidade do padrdo acido gélico e solugdo extrativa ap0s reacdo com o reagente de

Folin-Denis

Concentracao Acido galico (UA) Solucdo Extrativa (UA)
X +5(CV%) X x5 (CV%)

28 pg/mL 0,346 £ 0,020 (5,86) -

80 pg/mL - 0,260 + 0,001 (0,40)

De acordo com os baixos resultados de recuperacdo (tabela 12), também, ndo foi
possivel comprovar a exatiddo da metodologia de quantificacdo utilizando o reagente de Folin-
Denis, uma vez que todos os valores foram abaixo de 90%. Tal fato pode ser justificado pelo
varios fatores interferentes na metodologia como concentracdo do agente e tempo de reacao
que mesmo apoés, cuidadosa monitorizacdo, segundo o ensaio de validacdo fica evidente que

ndo é suficiente para garantir a confiabilidade dos resultados.

Tabela 12 - Resultados do estudo de recuperagcdo do acido galico pela solucdo extrativa de E.

punicifolia ap6s reacdo com o reagente de Folin-Denis

Concentracdo tedrica Concentracdo experimental Recuperacéo (%)
(ng/mL) (ng/mL) X £5(CV%)
45,65 39,25 85,97 £ 0,79 (0,92)
52,46 45,43 86,61 + 3,40 (3,93)
62,33 55,37 88,83+ 1,85 (2,08)
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6. Conclusao

Um dos parametros de controle de qualidade da matéria prima vegetal é a sua
caracterizacdo. Sendo assim, a perda por dessecacdo de Eugenia punicifolia indicou resultado
inapropriado, acima de 14%, demonstrando que maior tempo devera ser dado em uma
posterior operacdo de secagem para que a umidade residual esteja de acordo com os limites
exigidos.

Os agentes complexantes, avaliados por leitura direta, a exce¢do da gelatina devido a
mesma se solubilizar no extrato, apresentaram influéncia significativa sobre o teor de taninos,
sendo que o melhor agente complexante e a sua concentracdo ideal foi polivinilpirrolidona
(PVP) na concentracdo de 150 mg. Além disso, foi observado que ndo houve diferenca
significativa no teor de taninos totais quando quantificados por leitura direta ou reacdo com o
reagente de Folin-Denis.

As condi¢bes Gtimas para se quantificar taninos por leitura direta sdo: comprimento de
onda de 270 nm e PVP com 150 mg de concentracéo.

A metodologia de analise por leitura direta apresentou boa linearidade com r = 0,9996
(solucéo extrativa) e r = 0,9966 (substancia de referéncia), exatiddo com variagédo de 93,88 +
1,67 a 95,99 £ 0,73%, repetibilidade de 0,48% para o padréo acido galico e 0,25% para a
solucdo extrativa. No entanto, a metodologia por adi¢cdo do reagente Folin-Denis ndo foi
possivel de validacdo, apenas demonstrou linearidade com r = 0,99388 e r = 0,9985 para
substéancia de referéncia e solucdo extrativa, respectivamente.

Assim, o método por leitura direta foi passivel de validacdo, apresentando-se como

método de escolha para a quantificacdo do teor de taninos em Eugenia punicifolia.
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8. Cronograma de Atividades
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N° Descricéo Ago | Set | Out | Nov | Dez | Jan | Fev | Mar | Abr | Mai | Jun | Jul
2009 2010
01 | Revisdo da literatura X X X X X X X X X X X X
02 | Obtencdo e caracterizacdo da X X
matéria-prima vegetal
03 | Obtencdo e caracterizacdo da X X
solucéo extrativa
04 | Otimizacéo da metodologia X X X X X X X
analitica
05 | Preparagdo do relatério parcial X
06 | Determinacdo do tipo e X
concentragdo do agente
complexante
07 | Doseamento espectrofotométrico X X X X
com reacdo do reagente de Folin-
Denis
08 | Doseamento espectrofotométrico X X
através de leitura direta
09 | Andlise estatistica dos dados X

10

Relatério final




