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RESUMO
O presente estudo empregou a sintese e aplicacdo de matriz polimérica

baseada em polimeros molecularmente impressos (MIP) em sistemas de
preparo de amostras. Para tanto, avaliou-se duas amostras de cascas de
Anadenanthera macrocarpa (Angico Vermelho). A extracdo dos taninos
condensados, foi realizada utilizando-se agua quente e a precipitacado do tanino
foi realizada de acordo com a reacdo de Stiasny. O MIP foi sintetizado
empregando a solucéo extrato do Angico Vermelho como template e também a
partir de solucéo padrao de catequina (template), além disso, foi sintetizado um
NIP (polimero sem a molécula de template), e entdo os polimeros sintetizados
foram utilizados em cartuchos de extracdo em fase solida (SPE) para extracéo
de amostras de agua fortificadas com solucdo padréo de catequina e amostras
reais do extrato bruto. As analises foram feitas por cromatografia liquida com
deteccdo UV (LC/UV). A extracdo de taninos condensados, mostrou uma
diferenca no teor de taninos condensados para as amostras de Angico Vermelho.
Os MIP’s sintetizados foram caracterizados por andlises de Espectroscopia de
Infravermelho e Microscopia eletronica de varredura. Ambos MIP’s sintetizados
apresentaram seletividade para extracdo SPE de taninos. Entretanto, o MIP
sintetizado empregando a catequina como template apresentou uma maior
especificidade para a extracdo da catequina. O método SPE empregando as
fases MIP’S sintetizadas foi padronizado para analises por LC/UV de amostras
de extratos das cascas do Angico Vermelho, Jabuticaba e Umbu. Segundo os
resultados obtidos por cromatografia liquida de alta eficiéncia, a maior eficiéncia
de extracdo foi obtida empregando a fase MIP sintetizada a partir de solucdo
padrdo de catequina. O método de LC/UV mostrou R? > 0.990, LOQ (80 mg L™?)
e LOD (10 mg L) na faixa de mg L. A precisdo intra e inter dias variaram de
48% a 8,3% e 85% a 10,1% respectivamente. Os valores de exatidao
abrangeram a faixa de 90,6% a 95,6% para os testes inter dias e 93,5% e
100,7%. A recuperacdo do meétodo variou entre 101,9% a 108,5% nas
concentragGes avaliadas (200, 400 e 600 mg L*). Segundo os resultados
obtidos, o método MISPE-LC/UV apresentou sensibilidade, repetitividade e
exatiddo adequadas para a andlise de compostos fendlicos em amostras de

cascas de Angico-Vermelho, Jabuticaba e Umbu.

Palavras Chaves: Tanino Condensado; MISPE; Catequina
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ABSTRACT
The present study employed the synthesis and application of polymer

matrix based on molecularly printed polymers (MIP) in sample preparation
systems. Two samples of Anadenanthera macrocarpa shells (Angico Vermelho)
were evaluated. The extraction of the condensed tannins was carried out using
hot water and the tannin precipitation was performed according to the Stiasny
reaction. The MIP was synthesized using the Angico Vermelho extract solution
as template and from standard template solution. In addition, a NIP (polymer
without the template molecule) was synthesized, and then the synthesized
polymers were used in solid phase extraction (SPE) cartridges for extraction of
water samples fortified with standard catechin solution and actual samples of the
crude extract. Analyzes were done by liquid chromatography with UV detection
(LC/UV). The extraction of condensed tannins showed a difference in the content
of condensed tannins for the Angico Vermelho samples. The MIPs synthesized
were characterized by analyzes of Infrared Spectroscopy and Scanning Electron
Microscopy. Both MIP's synthesized presented selectivity for SPE extraction of
tannins. However, the MIP synthesized using the catechin as a template showed
a higher specificity for catechin extraction. The SPE method using the
synthesized MIP'S phases was standardized for LC/UV analysis of the extracts
from the barks of Angico Vermelho, Jabuticaba and Umbu. According to the
results obtained by high performance liquid chromatography, the highest
extraction efficiency was obtained using the MIP phase synthesized from
standard catechin solution. The LC/UV method showed R?> 0.990, LOQ (80 mg
L) and LOD (10 mg L) in the mg L range. The intra and inter day precision
ranged from 4.8% to 8.3% and 8.5% to 10.1% respectively. Accuracy values
ranged from 90.6% to 95.6% for inter-day tests and 93.5% and 100.7%. The
recovery of the method ranged from 101.9% to 108.5% at the concentrations
evaluated (200, 400 and 600 mg L™1). According to the results, the MISPE-LC/UV
method presented adequate sensitivity, repeatability and accuracy for the
analysis of phenolic compounds in samples from Angico-Vermelho, Jabuticaba

and Umbu barks.

Key Words: Condensed Tannin; MISPE; Catechin
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INTRODUCAO



1.0- Introducéao

A utilizacdo de plantas medicinais para a manutencdo ou recuperacado da
saude, ocorre desde os primérdios da humanidade (GIRALDI; HANAZAKI,
2010). Através da utilizacdo empirica destas plantas, foi possivel a descoberta
de seus beneficios para o tratamento de enfermidades, contribuindo assim para
a descoberta de compostos bioativos, que sdo em grande parte os principios
utilizados para a fabricacéo dos farmacos conhecidos nos dias atuais (PINTO et
al., 2002). E importante salientar, que o estudo de produtos naturais tem se
tornado um campo promissor, seja visando a caracterizacao de novas moléculas
e principios ativos, ou para aplicacdo das mesmas em beneficio da manutencéo

da vida.

1.1- Angico Vermelho (Anadenanthera macrocarpa)

A espécie Anadenanthera macrocarpa conhecida também como Angico é
uma arvore que abrange as espécies arboreas dos géneros Piptadenia,
Parapiptadenia e Anadenanthera da familia Mimosoideae. A sua diversidade de
espécies pode ser encontrada em toda América Tropical e Subtropical, sendo
gue a maior parte desta diversidade se encontra no Brasil (DIAS et al., 2012). A
sua distribuicdo geografica em diferentes solos € abrangente, sendo observada
em solos secos e umidos, considerada tolerante a solos rasos, compactados e
encharcados (GONCALVES et al., 2008). Dentre as espécies de Angico
conhecidas e catalogadas, os géneros do Angico vermelho se destaca como
sendo a maior em distribuicdo geogréfica , encontrada desde o norte da Bolivia
até o sul da Argentina, e em todo Brasil com excecao de algumas regides no sul
(GONCALVES et al., 2012). E considerada uma espécie pioneira, ou seja, € uma
especie resistente aos fatores abioticos do ambiente, além disso, apresenta um
rapido crescimento e possui grande aplicagdo para programas de
reflorestamento (GONCALVES et al., 2008).
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A éarvore do Angico Vermelho é facilmente reconhecida por suas
caracteristicas: possui consigo um caule tortuoso e mediano e a casca grossa e
avermelhada (GONCALVES et al., 2012).



Figura 1. Casca do Angico Vermelho

Fonte: Disponivel em: <https://sites.unicentro.br/wp/manejoflorestal/8636-2/> Acessado: 28/11/18

Estudos sobre as arvores do género Anadenanthera, mostram que a
arvore é extremamente utilizada na medicina popular para o tratamento de
doencas do sistema respiratorio, em processos inflamatorios e cicatrizacdes
(FIGUEREDO et al., 2013). Além disso, essas atividades biologicas que arvores
do género Anadenanthera apresentam, podem ser atribuidas a compostos
especificos, sendo estes, os compostos fendlicos, tais como o0s taninos
condensados. A extracdo dos compostos fendlicos presentes no angico
vermelho se apresenta como uma opcao promissora, visando as possiveis
aplicacbes que estes compostos podem ter para a industria farmacéutica,

alimenticia, producao de tintas, e industrias de adesivos naturais para madeira.

Segundo Paes e colaboradores (2010) os taninos podem representar de
2 a 40% da massa seca da casca de varias espécies florestais. Portanto, estudar
o potencial tanico da casca do angico vermelho é fundamental, assim como
buscar uma alternativa para a extracdo destes compostos de forma mais

econdmica.



1.2- Jabuticaba (Myrciaria cauliflora)

A Jabuticabeira pertence a familia Myrtaceae, € uma arvore que tem a
sua origem no centro-sul do Brasil. Dentre as suas espécies conhecidas, a
Myrciaria cauliflora e a Myrciaria jabuticaba destacam-se pela sua abrangéncia
e maior consumo (ASQUIERI; SILVA; CANDIDO, 2009).

s

O fruto da Jabuticabeira € chamado de Jabuticaba, e apresenta um
tamanho médio, sendo a casca de seus frutos de cor preta, fina e fragil, com a
polpa branca, ligeiramente &cida e doce. A Jabuticabeira € uma frutifera que gera
muito interesse, devido a sua alta produtividade e aplicagéao de seu fruto. A casca
da Jabuticaba possui grande aplicacdo, que vai desde a producdo de suco,
corante a até mesmo a extragdo de compostos bioativos (ASCHERI;
ASCHERI;CARVALHO,2006)

Figura 2. Jabuticabeira

Fonte: Disponivel em: < http://thegreenestpost.com/cientistas-brasileiros-descobrem-uso-de-casca-de-jabuticaba-
para-combate-a-diabete/> Acessado em: 10/01/2019

O estudo dos compostos presentes na jabuticaba e também a sua
atividade biolégica ja é relatado na literatura, onde foi constatado que a
Jabuticaba possui um alto teor de compostos fendlicos tais como as antocianinas
e taninos condensados. Sendo estes compostos 0s possiveis responsaveis pela
atividade bioldgica observada neste fruto, tal como a atividade antioxidante
(REYNERTSON et al., 2008; SANTOS; VEGGI; MEIRELES, 2010).



Visto que a casca da Jabuticaba é descartada durante processos
industriais, a extracdo de compostos fendlicos se mostra uma alternativa

econdmica para obtencdo dos mesmos.

1.3- Umbu (Spondias tuberosa L)

O Umbuzeiro (Spondias tuberosa ) pertence a familia Anacardiaceae. E
uma arvore de origem do semiarido nordestino, encontrado principalmente na
caatinga. O seu fruto em geral apresenta coloragdo amarela, casca fina e lisa,
possuindo um endocarpo que € chamado de “carogo”, grande, branco e
enrugado. Além disso, o seu fruto € conhecido por ser uma fonte de compostos
bioativos (DUTRA et al., 2017).

Figura 3. Fruto do Umbu

As cascas do fruto do Umbuzeiro contém fitoquimicos em quantidades
relevantes para a sua extragdo, com destaque para 0os compostos fendlicos.
Sendo estes, 0s possiveis responsaveis pela atividade bioldgica que o fruto exibe
(MELO; ANDRADE, 2010). Santos e colaboradores (2018) realizaram a
quantificacdo dos compostos fendlicos presentes na casca do Umbu e
encontraram um valor médio de 1,65 + 0,47 mg.100 g de Antocianinas,
atribuindo assim ao fruto o seu grande potencial para a extracdo destes

compostos fendlicos.



1.4- Taninos

Os taninos sdo compostos polifendlicos, e podem ser caracterizados pela
presenca de unidades de hidroxila ligados ao anel benzénico e podem ter outros
grupos contidos em sua estrutura tais como alguns acidos organicos e
glicosideos (PAES et al., 2013).

Comumente, sdo classificados em dois grupos: taninos hidélisaveis e
taninos condensados. Ambas possuem propriedades estruturais e quimicas
caracteristicas, e podem ser encontrados em grande parte do reino vegetal
(GRASEL; FERRAO; WOLF, 2016). Suas estruturas estdo representadas na
Figura 4.
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Figura 4. Estrutura caracteristica de um tanino condensado e hidrolisavel

(GRASEL; FERRAO; WOLF, 2016)

Os compostos fendlicos sao formados a partir do metabolismo secundario
das plantas, sendo originados nas vias bioquimicas do acido chiquimico e
fenilpropanoidico, além disso, sdo essenciais para o crescimento e reproducao
das plantas (DIAS et al., 2016). A sua presenca no reino vegetal esta associada
principalmente a fatores de protecdo da planta, porém também podem ser
originados através de condi¢cdes como: estresse, pela acdo de uma infeccao,
ferimentos e radiagdo ultravioleta (NACZK; SHAHIDI, 2004). Os fendis
constituem um grupo bastante heterogéneo e dentre esse grupo destacam-se 0s
flavonoides, acidos fendlicos, cumarinas, ligninas e taninos, onde cada classe
possui uma estrutura caracteristica e propriedades fisico-quimicas distintas
(SARTORI et al., 2014).



Os taninos hidrolisaveis sao facilmente degradados por acdo enzimatica
ou quimica. A sua estrutura é formada por uma parte central constituido por uma
unidade de carboidrato ligada por ligactes ésteres a partes fendlicas. A parte
fendlica de sua estrutura é formada de um acido fenélico como o acido galico e
outros originados da oxidacdo deste &cido. Apesar de serem encontrados em
grande parte dos vegetais, os taninos hidrolisaveis ndo sdo tdo abundantes

guanto os condensados.

Os taninos condensados sao formados por polimeros de flavan-3-ols
(catequina) ou flavan 3,4 diols (leucoantocianidina), sendo que a formacao
especifica de um tanino condensado vai conferir propriedades diferentes aos

alimentos, tais como: adstringéncia, odor e cor (MONTEIRO et al., 2005).

A extracdo destes compostos é relativamente simples, visto que possuem
uma boa solubilidade em solventes organicos polares, ou em agua, sendo muitas
vezes a 4gua utilizada em por ser economicamente viavel. A extracdo de taninos
em agua é geralmente realizada em temperatura na faixa de 70 a 100°C para
facilitar a solubilidade com a fase extratora. A quantificacdo destes compostos é
realizada geralmente por ensaios colorimétricos, ja oferecem caracteristicas
estruturais para tal fim (SARTORI et al., 2014).

A obtencédo de taninos por formas economicamente viaveis € de grande
interesse, pois possuem um alto valor econdmico agregado. Comercialmente, 0os
taninos podem ser utilizados como agentes de curtimento na industria de couro,
além de poderem ser voltados para a industria de corantes. Outros usos incluem:
fabricacdo de adesivos, utilizacdo em formulaces de farmacos, e também na
indlstria farmacéutica (GRASEL; FERRAO; WOLF, 2016). Além disso, a
extracdo de taninos através de residuos vegetais, tais como a casca de
determinada arvore e/ou fruto que por ventura ndo seja aproveitada em algum
procedimento industrial, € alternativa viavel para obtencéo de taninos e possivel

aplicacao em setores industriais (MAMET et al., 2018).



1.5- Métodos para extracdo de Taninos

Os taninos séo extraidos principalmente da casca ou do caule de algumas
espécies (MORI et al., 2003). A utilizacdo de solventes organicos em métodos
de extracdo tem sido relatada como a principal forma para a extracado de
compostos fenolicos (SARTORI et al.,, 2014). Apesar de apresentar bons
resultados de rendimento de extracdo destes compostos, a utilizacdo de
solventes como fase extratora ainda ndo € um meétodo economicamente viavel,
devido a grande quantidade de solvente utilizado durante o procedimento, além
de ir contra conceitos estabelecidos da Quimica Verde. Para resolver este
problema, a extracdo com &agua quente torna-se um meio alternativo que
apresenta resultados similares aos obtidos pelas extracdes com solventes.
Yuliana e colaboradores (2014) realizaram o estudo da extracdo de taninos na
planta mogno das indias ocidentais, usando diferentes solventes. Encontrando o
rendimento para a extracao: 100% de agua: 26,6%; 75% agua + 25% metanol:
30,4%; 100% de metanol: 31.0% e 100% de acetona: 3,7%.

Apesar da utilizacdo da dgua como fase extratora ser eficiente, algumas
plantas apresentam dificuldades na extracdo dos constituintes. Para resolver
este problema, foram relatados trabalhos onde optou-se por fazer a adicdo de
algumas substancias para a extracdo mais eficiente de taninos. Substancias
como sulfito de sodio e carbonato de sédio foram relatados em trabalhos ( MORI
et al., 2003; CARNEIRO et al, 2009) e (FERREIRA et al., 2009)
respectivamente. Além disso, Mori et al., (2003) empregaram solucdes de
hidréxido de sddio e de sulfito de sodio, obtendo os valores de rendimento de
19,18% e 21,49% respectivamente.

Futuras analises desses compostos extraidos, demonstram dificuldades
para a obtenc¢ao de resultados que ndo sofram tanto com a acdo de interferentes
presentes na amostra. Técnicas como cromatografia liquida de alta eficiéncia
(LC- High Performance Liquid Chromatography) ndo permitem analises diretas
para algumas amostras e ou estdo suscetiveis a resultados errbneos ou
imprecisos devido a presenca de interferentes na matriz. Desta forma, técnicas
de preparo de amostras tal como a extracdo em fase sdlida (SPE) permite pré-

concentrar e extrair o analito e ainda eliminar interferentes (LOPES, 2009). A



técnica SPE tem sido utilizada como uma forma de pré concentracdo e extracdo

do analito antes da analise propriamente dita.

1.6- Extracdo em fase sélida (Solid Phase Extraction-SPE)

A SPE é considerada uma técnica de separacao liquido-sélido rapida,
sensivel e eficiente. E utilizada com o intuito de: extrair, concentrar ou purificar
um ou mais analito(s) semi-volateis e ndo volateis presente em amostras
complexas. Os mecanismos fisico-quimicos que atuam nesta técnica séo o de
retencdo dos analitos de interesse na fase solida por adsorcao, particdo (fase
normal e fase reversa), troca ibnica e exclusdo. Sendo relatado ainda a
possibilidade de envolver interacdes nao polares, polares e idnicas (JARDIM,
2010).

O procedimento da SPE é relativamente simples, barato e requer pouca
utilizac@o de solvente o que viabiliza economicamente a utilizacdo da técnica. A
técnica emprega a utilizacdo de cartuchos, colunas, ponteiras e demais outros
materiais. Sendo que o suporte mais utilizado para a SPE é o cartucho, onde
consiste em um recipiente na forma de seringa preenchido com o material
utiizado como sorvente (EIROA et al, 2016). As etapas envolvidas no
procedimento da SPE podem ser compreendidas por 4 etapas principais: 1-
Ativacdo e condicionamento dos sitios ativos no material utilizado como
sorvente. 2- Percolacdo da amostra. 3- Lavagem ou eliminacéo de interferentes.
4- Eluicdo dos compostos de interesse (LANCAS, 2004). Sendo assim, a técnica
€ excelente para concentrar analitos de uma matriz liquida e apresenta como
vantagens a reducgéo do volume de solvente utilizado, eliminagéo das formacdes
de emulsBes e enriquecimento de analitos presentes em uma matriz no nivel
traco (HE et al., 2017).

O material utilizado como adsorvente € comumente chamado de sorvente,
e seu papel é fundamental para a técnica de SPE, pois é este material que ira
reter seletivamente alguns dos componentes presentes na amostra. A escolha

do sorvente deve ser feita com cautela, pois depende do analito de interesse.



Ou seja, para a escolha do material ideal utilizado como sorvente, deve

ser estudado: a estrutura quimica do analito, as propriedades do material

sorvente e a composicdo da matriz (JARDIM, 2010). Apesar de poder ser

confeccionado manualmente, varios cartuchos SPE contendo sorventes

diferentes ja sdo encontrados comercialmente. O material mais utilizado como
sorvente e que vem em cartuchos é a fase C18 (RODRIGUEZ; LOPEZ,

BARCELO, 2007). Porém, ainda assim, existe uma grande disponibilidade de

outros sorventes comerciais e para aplicacdo de uma variedade de matriz. A

Tabela 1, mostra algumas das fases mais comumente utilizadas e

comercializadas.

Tabela 1. Fases de SPE comumente comercializadas, e suas aplicacfes

Fase Mecanismo Modo de Compostos Matriz
interacao
c18 Hidrofébico Fase reversa Compostos polares Fluidos biolégicos,
a apolares amostra aquosas
Fenil (PH-S) Hidrofébico Fase reversa Compostos Nao
polares e de Fluidos bioldgicos
Média-polaridade
Silica (SI-S) Hidrofilico Fase normal Compostos ndo Organicos
polares e apolares, 6leos,
compostos lipidios
aromaticos de
polaridade média
Amino (NH2-S) Hidrofilico Fase normal Compostos polares Fluidos biolégicos,

amostra aquosas,
organicos
tamponados

Trocaintensa de
cations (SAX)

Troca de ions

Troca de ions

Compostos
aromaticos polares
a compostos
aromaticos de
polaridade média

Fluidos bioldgicos,
amostra aquosas,
organicos
tamponados

Troca fraca de cations Troca de ions Troca de ions Compostos Fluidos biolégicos,
(WCX) béasicos amostra aquosas
Trocaintensa de anions  Troca de ions Troca de ions Compostos Fluidos biologicos,
(SAX) basicos fortes amostra aquosas
Ciano (CN-S) Hidrofilico Fase normal Compostos polares Organicos
a compostos de apolares, 6leos,
polaridade média lipidios
Pesticida Florisil (FL-S) Hidrofilico Fase normal Compostos polares Ideal para
compostos polares
em matriz apolar
Poliamina (P6) Hidrofilico Fase reversa Acidos Matrizes aquosas
carboxilicos, e de polaridade
fendlicos e nitro média
aromaticos

Fonte: Disponivel em < https://www.sigmaaldrich.com/analytical-chromatography/sample-preparation/spe/phase-
selection.html > Acessado: 29/11/2018
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O desenvolvimento de novos sorventes para aplicacdo na técnica de SPE
€ uma area de grande destaque. Cujo o principal objetivo € uma maior
seletividade e especifica para os compostos de interesse. Sendo assim, a
utilizacdo de MIP’'S (Molecular Imprinted Polymers) apresenta-se como uma
forma alternativa para a extragdo em cartuchos de SPE.

1.7- Polimeros de Impressao Molecular (Molecular Imprinted Polymer-MIP)

Os polimeros de impressao molecular (MIP) foram desenvolvidos com o
intuito de aplica-los em processos de deteccdo, separacdo e catalise em
diferentes matrizes (SHAHAR; TAL; MANDLER, 2016). Os MIPs sdo como uma
rede polimérica 3D onde sdo utilizados para a ligacdo seletiva e posterior
deteccdo de moléculas alvo em diferentes matrizes. Apoés a sua sintese, o MIP
obtido contém em si cavidades tridimensionais especificas. Ou seja, 0 espaco
onde se localizava a molécula molde servird de armadilha, quando o polimero
for submetido em uma amostra complexa, podendo interagir especificamente
com a molécula que apresentar as mesmas caracteristicas que a molécula molde
e assim realizar a extracdo do analito (MIDDELEER; DUBRUEL; SAEGER,
2016).

A reacdo de polimerizagdo ocorre na presenca de uma ou mais
molécula(s) molde, chamada de template, este template representa o analito
alvo. Sao adicionados mondémeros funcionais para formar o complexo de
polimerizacdo. As moléculas de reticulagdo sdo aplicadas para estabilizar a
estrutura tridimensional do MIP. O processo da polimerizagdo ocorre na
presenca de um solvente com a acdo de um iniciador. Apdos a completa
polimerizacdo do MIP, a(s) molécula(s) template é/sdo removida(s) através de
processos adequados de lavagem, e essas cavidades antes ocupadas pela
molécula template ficam disponiveis para interagdo com novas moléculas alvo
(MIDDELEER; DUBRUEL; SAEGER, 2016). A Figura 5 ilustra o processo de

sintese de um MIP.
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Figura 5. Representacdo esquematica da sintese do Polimero Molecularmente impresso (MIP),
adaptado

(SCHWEITZ; ANDERSSON; NILSSON, 1998)

Alguns parametros requerem uma maior atengdo antes e durante a
sintese do polimero molecularmente impresso, sendo alguns destes: a escolha
do(s) monbémero(s) funcional(is) e de reticulacdo, solvente, temperatura de
polimerizacdo e também o template utilizado (SCHWEITZ; ANDERSSON;
NILSSON, 1998). A polimerizagdo em torno da molécula ligante de modelagem
constitui o passo chave para a sintese do MIP, pois a mesma, vai influenciar na
estrutura tridimensional do polimero sintetizado. Além disso, apés a sintese do
MIP é recomendado que o mesmo seja submetido a procedimentos de lavagem
utilizando solventes, ou mesmo a agua (TAMAYO; TURIEL; ESTEBAN, 2007).
Devido a dificuldade em remocéo da molécula template em procedimentos de
lavagem, é relatado a utilizagdo de uma molécula que seja um analogo estrutural
como template na sintese, com o intuito de diminuir a possibilidade de falsos
positivos (PICHON, 2007).

E juntamente com a SPE que se encontra a sua maior aplicacdo. As
particulas de MIP s&o bastante utilizadas para extragcdes em SPE como forma
de pré tratamento de amostras antes da cromatografia liquida (LC). A utilizac&o
do MIP nesta técnica ja € chamada de Extracdo de fase solida impressa
molecularmente (MISPE). Sendo a mesma ja amplamente aplicada na literatura
para a extracdo de compostos fendlicos, mostrando-se assim uma técnica
auxiliar para a diminuicdo de interferentes presentes em matrizes naturais e
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demonstrando uma grande aplicagcdo como preparo de amostras para varias
técnicas analiticas (MIDDELEER; DUBRUEL; SAEGER, 2016). A Tabela 2
apresenta algumas aplicacbes dos polimeros molecularmente impressos para

diferentes compostos fendlicos e em diferentes matrizes.

Tabela 2. Aplicacbes de MIP para extracao de compostos fendlicos em diferentes matrizes

Matriz Analito Técnica de Analise Referéncia
Acido Galico e (DENDERZ;
Vinho Tinto Acido LC-MS LEHOTAY, 2014)

protocatecuico

Cha Vermelho e Cha

Branco Catequina LC-PDA-FL (LOPEZ et al., 2012)

Residuos de Uva e

Cacau Catequina LC-PDA-FL LOPEZ, et al. 2012

Extrato de Herba

Lysimachiae Quercetina LC-UV (HONG; CHEN, 2013)
(PAKADE; MOLEFE;
Extrato de Opuntia Quercetina LC-UV TAVENGWA, 2017)

LC-PDA-FL: Liquid Chromatography- photodiode array detector and fluorescence detector
LC-UV: Liquid Chromatography-UV-vis
LC-MS: Liquid Chromatography-mass spectrometry

A casca de muitos frutos sao grandes fontes de compostos fendlicos, bem
como as cascas do género Anadenanthera, onde a mesma tem sido relatada na
literatura por apresentar consideravel quantidade de taninos (PAES et al., 2010;
PAES et al., 2013). Sendo assim, é de suma importancia o estudo do potencial
de extracdo de compostos fendlicos nestas mesmas para possivel emprego em
escala industrial, devido ao valor comercial agregado a estes compostos. Desta
forma, neste estudo se prop6e uma metodologia de extracdo de catequina

visando maior rendimento de extracao.
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OBJETIVOS



2.0- Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho consistiu na sintese de um polimero
molecularmente impresso e emprego do mesmo em dispositivos de extragcdo em
fase solida na extracdo e pré-concentracado de taninos condensados de cascas

do Angico Vermelho, Jabuticaba e Umbu.

2.1- Objetivos especificos

¢ Avaliacdo do teor de taninos de duas amostras de Angico vermelho

¢ Quantificacao do teor de taninos condensados das amostras;

e Sintese de MIP empregando o extrato de Angico vermelho como
template;

e Sintese do MIP empregando a molécula de catequina como template;

e Sintese do polimero sintetizado na auséncia de uma molécula molde
(template);

e Comparagdo morfologia dos MIP’'s e do NIP sintetizados e do
desempenho destes polimeros como fase extratora dos compostos de
interesse;

e Caracterizacdo dos MIPs e NIP sintetizados por Espectroscopia de
Infravermelho;

e Desenvolvimento e otimizacdo da metodologia MISPE para a extracao e
concentracdo de Catequina no extrato da casca do Angico vermelho,
Jabuticaba e Umbu;

e Comparacgao da seletividade dos MIPs e do NIP desenvolvidos;
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MATERIAIS E

METODOS



3.0 - Materiais e Métodos

3.1 - Padrdes e Reagentes

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados os seguintes padrdes e
reagentes: metanol, acido cloridrico e acetona grau HPLC, adquiridos do
fornecedor J.T. Baker (Phillipsburg, USA); cartucho de SPE C-18 do fornecedor
Supelco (Sao Paulo, Brasil). Padrao de Catequina, fabricante Sigma Aldrich (S&o
Paulo, Brasil). Silica Gel pelo fornecedor Maxherey-Nagel, fabricado na
Alemanha. Tetraetilortosilicato (TEOS) pela Sigma Aldrich (Alemanha). (3-
aminopropil) trietoxisilano adquirido pela Sigma Aldrich (Alemanha). Hidréxido
de aménio adquirido pela fabricante Sigma Aldrich (Alemanha). Acido Formico
adquirido pela Sigma Aldrich (Alemanha). A agua empregada neste trabalho foi
de grau ultrapurificada (MS2000 WFI, Gehaka).

3.2 - Obtencé&o do extrato aquoso

Para a realizacdo deste trabalho, optou-se por fazer a utilizacdo de duas
amostras de cascas de angico vermelho. A primeira foi coletada no Sitio Recanto
Verde, municipio de Nazario, em 11 de outubro de 2013, sendo que para este
trabalho, foi nomeada de ANG-1. A segunda amostra foi coletada na fazenda
Samambaia, a 1,5 km da Escola de Agronomia no dia 2 de marco de 2017, sendo
nomeada de ANG-2. Apesar de serem coletadas em datas diferentes, as

amostras foram relatadas possuindo idades proximas.

As amostras foram previamente secas e rigorosamente trituradas em um
moinho de facas da marca Tec Mill TE-633. Para a extragcdo, utilizou-se 50
gramas da amostra. O material foi transferido para um baldo de fundo redondo
de para extracdo por refluxo, utilizando-se 1000 mL de &gua ultrapurificada. O
procedimento de extracdo foi conduzida & aguecimento em 105 °C por 6 horas.
ApOs este procedimento, foi possivel a obtencéo do extrato aquoso das amostras
de angico vermelho.

O mesmo procedimento de extracéo foi utilizado para as amostras de
casca de Jabuticaba e Umbu.
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Apés este periodo, filtrou-se o extrato ainda quente. O filtrado foi

transferido para um béquer, coberto com papel filme e devidamente armazenado

sobre refrigeracéo (4°C). O procedimento descrito é representado na Figura 6.

Ny Y
/ >
Y [
v o9
e,

1° Casca do Angico 2° Casca Triturada

* @0

6° Obtengdo

dos taninos 5° Teste TST g
I
3° Aquecimento por 6h
em agua ultrapurificada
——

4° Obtencdo do J
extrato bruto

Figura 6. Representacdo esquematica do processo de extracdo e precipitacdo de taninos

condensados

Fonte: Elaborada pelo autor

3.3 - Rendimento em sélidos totais (TST)

Para a determinacdo do teor de sdlidos totais, foram utilizadas trés

aliguotas com aproximadamente 10 mL do extrato aquoso. Estas aliquotas foram

levadas a aquecimento em estufa (FANEM modelo 315) a uma temperatura de

+100°C até que a massa estivesse constante. Sendo assim, o teor de solidos

totais (TST) p6de ser determinado atravées da Equacéo 1:

Eqg. 1

M2
TST(%) = m x 100

M2: Massa da aliquota apds
secagem

M1: Massa adicionada na aliquota
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3.4- Precipitacdo dos Taninos (indice de Stiasny)

A precipitagdo dos taninos foi realizada em um bal&do de 50 mL, reagindo-
se 20 mL do extrato aquoso, 10 mL de agua, 4 mL de formaldeido e 2 mL de
acido cloridrico 10 N. O balado foi submetido a aguecimento em uma temperatura
de 110 °C por 30 minutos, sob agitacdo constante. A solucao foi filtrada em
cadinho com 3 mm de porosidade previamente pesado. Apds a secagem o0
cadinho foi colocado em estufa a 100 °C até atingir massa constante. O indice

de Stiasny (IS) foi determinado através da Equacéao

taninos.

M2
Eq. 2 IS(%) = mX 100

aguoso

M2: Massa do precipitado de

M1: Massa de 20 mL do extrato

Através do indice de Stiasny, foi possivel determinar o teor de taninos

contidos (RT) no extrato da casca ANG-1 e da casca ANG-2, a partir da Equacéo.

Eq. 3 RT(%) = TST x IS TST: Totais de solidos.

IS: indice de Stiasny

3.5 - Determinacéo do teor de Taninos Condensados

Os taninos condensados foram determinados pelo método de reacdo com
a vanilina. Para isso, utilizou-se 1 mL do extrato aguoso das amostras de ANG-
1 e ANG-2, reagindo-se com 5 mL de mistura Vanilina:HCl 8% 1:1, v:v. Essa
mistura foi colocada em tubos falcon e coberta com papel aluminio, para reacéo
por 20 minutos em banho maria a uma temperatura de 30 °C. Ap0s este periodo,
as solucdes foram analisadas por espectroscopia UV-vis usando o equipamento
Lambda 45 da PerkinElmer com o comprimento de onda de 500 nm, disponivel
na Central Analitica do Instituto de Quimica da UFG.

O mesmo procedimento foi realizado para a construgdo da curva de
calibragéo, utilizando solucdo padrao de catequina, em faixa de concentragéo
de 0,0002 a 0,0010 g/mL™.

19



3.6 - Varredura Infravermelho

As analises de espectroscopia na regido do Infravermelho com
transformada de Fourier, foram realizadas na central analitica localizada no 1Q-
UFG empregando o equipamento PerkinElmer, modelo Spectrum 400.

Os espectros foram obtidos dos precipitados de tanino das amostras de
ANG-1 e ANG-2, na faixa de 450 a 4500 cm™.

3.7 - Sintese do MIP e NIP

Os polimeros molecularmente impressos foram sintetizados segundo
protocolo adaptado (ARABI et al., 2016). Para tanto, reagiu-se 0,5 g de silica,
dispersos em 160 mL de agua deionizada, com 20 mL de Hidréxido de Aménio
a 25% e 100 mL de Metanol.

Em seguida foram misturados 8,0 mL de tetraetilortosilicato, 1,0 mL de
APTS (3-Aminopropil-trietoxisilano) e como template, foi usado 0,534 g do
precipitado de tanino obtido pelo extrato da amostra de ANG-2. A mistura
reacional foi mantida em agitacéo por 24h a (25 °C). Apos esse tempo a mistura
foi filtrada e o filtrado foi colocado em estufa a aproximadamente 100 °C por 24
horas. Apds seco, o MIP foi submetido a lavagem com acetona em sistema
soxhlet por 24 horas. Apés a lavagem o MIP foi retirado do soxhlet e seco em
temperatura ambiente por mais 24 horas e entdo armazenado sobre papel filtro
e vidro de reldgio.

A sintese do MIP de catequina foi realizada utilizando-se a mesma
metodologia, porém usando-se 5 mL de uma solu¢édo de 1 mg/mL de catequina.
A sintese do Polimero ndo Impresso (NIP), foi realizada de forma similar ao MIP,
porém néo houve adi¢éo do tanino (template) na sintese. Apés a sintese do NIP,

0 mesmo foi submetido ao mesmo procedimento de lavagem que o MIP.
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3.8- Microscopia Eletronica de Varredura (MEV)

As micrografias foram obtidas em Microscopio Eletrdnico de Varredura
(MEV), Jeol, JSM - 6610, equidado com EDS fabricado pela Thermo Scientific
NSS Spectral Imaging. Os experimentos foram realizados no Instituto de Fisica
da Universidade Federal de Goias, no Laboratorio Multiusuario de Microscopia
de Alta Resolucéo (LabMic).

3.9- Cartuchos SPE

Para a confeccédo dos cartuchos do MIP do extrato e da catequina, foram
utilizados cartuchos brancos (sem fase extratora) com volume de 6 mL, a cada
cartucho foi adicionada a massa de MIP de 2,0 g. O mesmo procedimento foi
realizado para a confeccdo do cartucho contendo o NIP. Apds este processo, 0
cartucho ainda foi submetido a uma lavagem utilizando-se acetona, e
posteriormente acondicionado, utilizando metanol. Na Figura 7 é possivel
observar o0 aspecto dos cartuchos produzidos segundo procedimento

experimental descrito.

Figura 7. Cartuchos SPE confeccionados

Fonte: Elaborada pelo autor
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3.10- Extragdo em Fase Sdlida com Polimero Molecularmente Impresso

As extracOes foram realizadas com a solucao padréo de catequina. Para
esse fim, 5 mL de uma solucédo de 1 mg/mL* do padrdo de catequina foi eluido
nos cartuchos e, em seguida, 5 mL de metanol, onde foi coletado e levado para
analise cromatografica. Também foi proposta a avaliagdo dos MIP’s realizados
na extracdo de taninos condensados no proprio extrato do Angico Vermelho,
Jabuticaba e do Umbu. Para isso, 2 mL do extrato aquoso foram eluidos pelo
MIP e NIP, como lavagem foi usado 1 mL de agua e, finalmente, 1 mL de metanol

usado para eluir os compostos e levar para analise cromatogréfica.

3.11- Condi¢Bes Cromatograficas

Para otimizacdo das condi¢cdes cromatograficas utilizou-se solucao
padrao de catequina como referéncia. A extracdo SPE no extrato do Angico
Vermelho, Jabuticaba e Umbu foi realizada de acordo com o item 3.9. As
analises cromatograficas foram feiras por um cromatografo liquido acoplado a
detector UV-Vis (LC-UV) da Agilent Technologies 1220 infinity. A coluna utilizada
para a separacdo foi uma C18 4.6 x 150mm 5um (Agilent, EUA). A condic&o
cromatografica utilizada foi um gradiente de eluicdo composto por: solvente A,
agua/acido formico (249,7:0,3, v/v) e solvente B, metanol/acido férmico
(249,7:0,3, viv). A programacéo utilizada foi a seguinte: 90% A em 14 min, 70%
A de 14,00 a 20 min, 55% A em 20 a 25 min, e de 25 a 30 min retornou a condicao
inicial de 90% A. A temperatura utilizada do forno foi mantida a 25°C. A vazéo
foi de 1,0 mL/min e o volume injetado de amostra foi de 10pL.

Nesta condicdo o tempo de retengdo observado para a molécula da
catequina foi de 11min. A Figura 8 apresenta o cromatograma obtido nas

condi¢cBes otimizadas.
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Figura 8. Cromatograma obtido e otimizado para a solugcéo de catequina 1mg/mL-1

Fonte: Elaborada pelo autor

3.12- Validacédo Analitica

A validacdo analitica para o método de MISPE/LC-UV foi realizada com
amostras de agua fortificadas com solugcédo padrédo de catequina. A linearidade

foi avaliada utilizando a regresséo linear da area obtida no cromatograma.

A exatiddo e precisdo intra-dias foi determinada como descrito pela
ANVISA (2017), pelas curvas analiticas onde foi comparado a concentracao
tedrica e concentracfes determinadas pela curva de calibracdo analitica em trés
niveis de concentracdo (200, 400 e 600 mg L'). Sendo cada ensaio realizado

em quintuplicada (n=5). A exatidao e precisdo foram calculadas pelas seguintes

equacoes:
~ . dpe
. 0, —
Equacio 4: Pi(%) I 100
Onde:

Pi (%) = Precisao intra-dias
dpe = Desvio padrédo experimental

CME = Concentracdo média experimental

Equacéo 5: Ei(%) = CME—T_CT

Onde:
Ei (%) = Exatidao intra-dias
CME = Concentracdo média experimental
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CT = Concentracao tedrica

A precisdo e exatidao inter-dias foi determinada como descrito pela
ANVISA (2017), pelas curvas analiticas em ensaios em quintuplicata das
solucdes das amostras a 200, 400 e 600 mg L* e foram calculadas a partir das

equacdes 6 (precisdo) e 7 (exatidao).

Equacio 6: Pe(%) = meZ' 100

Onde:
Pe(%) = Precisao inter-dias
dpe = Desvio padrao experimental

CME = Concentragdo média experimental

Equacio 7: Ee(%) = % .100

Onde:

Ee (%) = Exatidao inter-dias

CME = Concentracdo média experimental
CT = Concentracao tedrica

Para os calculos de recuperacdo, trés niveis de concentracdo foram
avaliados: baixa, média e alta. A recuperacdo relativa foi estimulada de acordo

com a equacao 8.

Equacéo 8: Rec(%) = (C:—E .100

Onde:

Rec(%)= Recuperagédo
CT= Concentracéo teorica
CR= Concentracao real

Os limites de quantificacdo (LOQ) e deteccao (LOD) foram determinados
de acordo com a resolugao da ANIVSA Art.50 e Art. 57. Onde a mesma diz que
a determinacdo do LOD pode ser realizada por método visual, da razdo sinal-
ruido, baseado na determinagdo do branco, sendo essa razdo maior ou igual a
2:1. O LOQ pode ser avaliado da mesma forma, porém a razao sinal-ruido deve

ser no minimo 10:1.
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3.13- Teste de Seletividade do MIP

A seletividade do MIP para a catequina na presenca de quercetina foi
estudada. Para o experimento, um volume de 2 mL de uma mistura binaria de
catequina/quercetina 500 mg L foi passado através do cartucho MIP e NIP. Em
seguida, foi utilizado um volume de lavagem de 1 mL de agua ultrapurificada e,
finalmente, 1 mL de metanol foi eluido através dos cartuchos do MIP e levado
para andlise. O coeficiente de distribuicdo (Kd), a porcentagem de remocéo (%R)
e 0 Imprinting fator (IF) dos MIPs foram calculados de acordo com as equagdes
8,9 e 10 (PAKADE; MOLEFE; TAVENGWA, 2017).

Ci—Cf v(mL
Equagcéo 8: Kd = —. (,m )
Cf Massa do mip MIP ou NIP
Ci—Cf
Equacéo 9: %R= lci .100%
~ %R MIP
Equacso 10 IF =-
%R NIP

Onde: Ci = Concentracao inicial
Cf = Concentracao final
V= Volume de soluc¢éo utilizada
Kd= Coeficiente de distribuicdo

%R= Porcentagem de remocao
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4.0 - Resultados e Discussoes

Em etapa inicial as amostras de Angico Vermelho, Jabuticaba e Umbu,
foram previamente processadas para auxiliar na extracdo de taninos. Este

processo aumenta a area superficial do sélido e facilita o processo de extracao.

4.1 - Extragdo de taninos condensados das amostras de Angico Vermelho

Apos o procedimento descrito na sessao 3.2 e exemplificado na Figura 6.
O tanino filtrado foi utilizado para o célculo do indice de sélidos totais (TST), e o
indice de Stiasny (IS), segundo as Equacdes 1 e 2. Sendo assim, foi possivel
determinar o teor de taninos condensados de acordo com a Equacao 3 descrita
no procedimento experimental. Os valores obtidos para estes parametros sao

apresentados na Figura 9:

B Taninos Condensados (%) B TST (%) IS (%)

26.53

12.83

—
o

4.35

o

l q—

ANG-2 ANG-1

3.05

Figura 9. Valores obtidos na extracdo das amostras de Angico Vermelho
Fonte: Elaborada pelo autor
A partir dos dados obtidos pelo total de sélidos (TST) e indice de Stiasny
(IS) foi possivel constatar que a extracéo de taninos utilizando a casca ANG-2,
ofereceu uma maior porcentagem de taninos condensados (26,53%) em relacdo
a ANG-1 (12,83%).
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Segundo Sartori e colaboradores (2014) a concentracdo de taninos em
uma espécie vegetal pode variar de acordo com a idade, do 6rgao da planta
coletado, da época ou, ainda, do local de coleta.

Na literatura ja € relatada as possiveis influéncias no teor de compostos
fendlicos, sendo trabalhos como o de Pinheiro et al., (2017), que investigaram a
influéncia da radiacdo UV na producéo de flavonoides, sendo constatado que as
plantas que foram submetidas a uma alta incidéncia de raios UV, podem produzir
taninos como um mecanismo de defesa contra a incidéncia desses raios UV.
Além disso, o teor de taninos também é influenciado por fatores ambientais, tais
como: composicdo do solo, local de plantio, técnicas de coleta e também
armazenagem (TOMAK et al., 2018). O procedimento de armazenagem e
secagem das folhas, cascas ou caules, também é um fator que pode vir a
influenciar no teor de compostos fendlicos presentes. Negri e colaboradores
(2009) investigaram a influéncia da temperatura de secagem no teor de
metabdlitos secundarios da Maytenus ilicifolia, onde foi verificado uma
diminuicdo nos teores médios de metabdlitos secundarios conforme aumenta a
temperatura. Demonstrando que para essa espécie, a temperatura ideal de
secagem para as folhas é de 40°C, onde por fim, obtiveram os maiores valores
de principios ativos.

As condi¢cdes de solo, plantio e coleta para as amostras de angico
vermelho utilizadas neste trabalho ndo foram relatadas, sendo que para um
melhor entendimento do porgqué as cascas terem apresentado diferentes valores
médios de taninos condensados, seria necessario um estudo mais detalhado
sobre as possiveis condi¢des citadas anteriormente.

Uma caracteristica tipica dos taninos condensaveis é a sua precipitacao
com formaldeido em meio acido (GONCALVES et al., 2008). Os teores de
taninos extraidos variam de acordo com a metodologia proposta para a extracao.
Neste trabalho, optou-se por fazer a extracao utilizando agua quente (+100 °C)
e ainda assim foi constatada uma boa eficiéncia comparada com outros trabalhos
na literatura. PAES e colaboradores (2013) utilizando a mesma metodologia de
extragcao que este trabalho, obtiveram um valor de 15,99% de tanino condensado
extraido da casca de Anadenanthera colubrina, sendo essa uma variacdo do

angico vermelho. O mesmo autor e colaboradores também optaram por fazer o
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estudo usando a adicdo de sais como sulfito de sédio e utilizando hidroxido de

sédio, sendo os valores obtidos 19,18% e 21,49% respectivamente.

4.2 - Analise por espectroscopia na regido do UV-vis

Para se avaliar o comprimento de onda de maxima absor¢cdo dos
compostos em estudo foi realizada analises por espectroscopia na regiao do UV-
Vvis, 0 extrato aquoso obtido da amostra da casca de ANG-2 apresentou um
maior teor de taninos condensados, sendo assim, optou-se por trabalhar e fazer
os testes utilizando o mesmo. A partir destas andlises, observou-se que 0s
compostos presentes no extrato apresentavam absorbancia maxima em
comprimento de onda de 280 nm. Segundo a literatura, acredita-se que possa
ser originada do anel A presente em sua estrutura (MAMET et al., 2018).

Outra possivel banda que pode ser observada em flavondides possui
absorcdo maxima em 300-500 nm proveniente do anel B em sua estrutura
(HUBER; AMAYA, 2008), porém a mesma ndo foi observada nas analises UV
neste trabalho. A Figura 10 apresenta o espectro obtido para a andlise realizada
com o extrato de Angico Vermelho obtido da amostra ANG-2.

4,0

3,5 1

3.0 4 280nm

25 K/%
E {

20 - 7

oy L
i =~

1.0 4

Absorbancia

0,5

0,0

0.5 . : . ' . : . :
600 500 400 300 200

Comprimento de Onda (nm)

Figura 10. Varredura UV feita no extrato da amostra ANG-2

Fonte: Elaborada pelo autor
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4.3 - Determinacao do teor de taninos condensados pela curva padréao de
Catequina

Os taninos condensados podem ser quantificados pelo método da
proantocianidina, que utiliza a degradacdo acida das cadeias poliméricas
formando antocianidinas coloridas (SIMOES; SCHENKEL; MELLO, 2017). Os
métodos colorimétricos sdo amplamente utilizados para a quantificacdo de

taninos condensados, devido a sua simplicidade e sensibilidade.

O método Vanilina-HCI fundamenta-se na reacdo da catequina com a
vanilina, em presenca de HCI| produzindo uma solugcdo de coloragcao
avermelhada, que € levada para analise no UV, sendo este método especifico
para a quantificacdo de taninos condensados (GRASEL; FERRAO; WOLF,
2016).

Através do método Vanilina-HCI foi possivel fazer a quantificacdo do teor
de taninos condensados da amostra de ANG-1 e ANG-2. Sendo a curva
determinada por padrdo de catequina apresentado na Figura 11. E os teores

obtidos para as duas amostras, logo a seguir:

0.4 -
0.35 -
0.3 4 y = 350.14x - 0.0007 °
m z:
S oz R? = 0.9905
%
<
o 0.2 + o
S
O 0.15 -
8
< 0.1 4
0.05 -
o T T T T T 1
0 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.001 0.0012
Concentragdo g/mL

Figura 11. Curva de Calibracdo para a Catequina obtida pelo método Vanilina-HCI

Fonte: Elaborada pelo autor
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Tabela 3. Valores obtidos de concentracéo obtidos para a Quantificacdo de taninos condensados
das amostras de ANG-1 e ANG-2 pelo método UV-vis

Amostra Concentracao equivalente de
Catequina em pg/mL™*
ANG-2 ‘ 740

ANG-1 ‘ 310

E importante entender a estrutura quimica dos taninos condensados e dos
flavonoides para o uso adequado do método usando a vanilina. A reacdo da
vanilina envolve a interacdo de um aldeido aromatico, vanilina com o anel de
flavonois metasssubstituido para produzir um aduto vermelho. A reacdo

envolvida neste procedimento € apresentada na Figura 12.

OH
HO o.__.

OH

Catequina

Aduto formado com a vanilina
A max. 500nm

(o]
OH |

Vanilina

Figura 12. Reacéo envolvida durante o método Vanilina-HClI

Fonte:Disponivel em: http://www.users.miamioh.edu/hagermae/Vanillin%20Assay.pdf Acessado: 11/01/2019

Através do método Vanilina-HCI foi possivel confirmar que a amostra
ANG-2 realmente possuiu um maior teor de taninos condensados em

comparacao a ANG-1.

4.4 - Infravermelho do Tanino extraido

A caracterizagao por infravermelho de taninos condensados, apresentam
uma forte banda caracteristica em 1288 - 1282 cm resultante da vibracédo de
C-O assimétrico do anel pirano. Enquanto que os taninos hidrolisaveis
apresentam bandas em 1731-1704 cm resultantes da vibragdo de alongamento
da funcéo carbonila e 1325-1317 cm devido ao estiramento simétrico da ligacéo
C-O da funcéo éster.
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Os espectros de infravermelho dos taninos extraidos sdo apresentados

na Figura 13 e suas principais atribuicdes exibidas na Tabela 4.
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Figura 13. Infravermelho do tanino da ANG-2 (A) e Infravermelho do tanino da ANG-1 (B)
Fonte: Elaborada pelo autor

Tabela 4. Principais atribuic6es para absor¢des no infravermelho

Numero de Onda (cm™) Atribuicdes
3395 e 3403 Grupos O-H
1453 e 1615 LigacBes C-C de anéis aromaticos
1094 e 1103 Deformacgdes C-O-C
1221 e 1286 Deformacdes C-H e O-H

As bandas na regido entre 3395 cm™ a 3303 cm™! podem ser atribuidas
as vibracdes de grupos hidroxilas (MALACARNE et al., 2018). Ja na regido entre
1612 e 1462 cm séo referentes ao estiramento das ligacdes carbono-carbono
de anéis aromaticos. No caso de 1094 cm para a ANG-1 e 1103 cm para a
ANG-2, podem ser atribuidas a deformacéo axial simétricas de liga¢des carbono-
oxigénio-carbono de grupos metoxila. E por fim, bandas referentes a regiao entre
1221 a 1286 cm™* podem ser atribuidas as deformacdes angulares de ligacoes
carbono-hidrogénio de grupos metila e oxigénio-hidrogénio de grupos hidroxila
(CHUPIN et al., 2013).
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4.5- Caracterizacao dos MIPs e do NIP

Os MIPs e NIP sintetizados foram submetidos a um procedimento de
lavagem utilizando um sistema soxhlet, sendo o solvente de lavagem utilizado,
a acetona. Posterior as suas respectivas lavagens, 0os mesmos foram
caracterizados por infravermelho.

A Figura 14 apresenta os espectros obtidos para o MIP sintetizado a partir

do extrato da amostra de ANG-2 e também o NIP.
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Figura 14. a) Comparacao dos espectros de infravermelho das amostras de ANG-2 e MIP b)
Infravermelho obtido para o NIP

Fonte: Elaborada pelo autor

A Figura 14 descreve a comparacdo entre o MIP sintetizado e o tanino
utilizado como template para a sintese do polimero. E possivel notar que existe
uma semelhanca entre os espectros de infravermelho obtidos para ambos,
indicando que o MIP sintetizado adquiriu as bandas caracteristicas do tanino
extraido da amostra de ANG-2.

A sintese do NIP é realizada da mesma forma que a do MIP, o que difere
é a auséncia do template, que no caso foi o tanino extraido. E relatado que os
espectros de infravermelho do NIP e do MIP sdo bastante semelhantes
(MIDDELEER; DUBRUEL; SAEGER, 2016). Entretanto conforme pbde ser
observado na Figura 14, algumas bandas caracteristicas das moléculas do

tanino ndo sao observadas no NIP.
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A presenca de grupos contendo hidroxila nos taninos pode ser confirmada
no MIP ao observar a regido de 3000 a 3500 cm™ onde no NIP ndo é tédo
acentuada como observa-se na Figura 14.

A Figura 15 mostra a comparacdo com os espectros de IV da silica pura
com o MIP sintetizado utilizando-se o extrato do ANG-2. Com essa comparagao
pode-se notar que houve a formacdo de bandas antes inexistentes como as
observadas na regido de 3000 a 3500 cm™ possivelmente proveniente da

utilizac@o do tanino extraido como template na sintese.
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Figura 15. Comparacéo dos espectros de infravermelhos entre MIP do extrato e Silica C-18
pura

Fonte: Elaborada pelo autor

4.6 — Analises por Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV)

A MEV foi utilizada para avaliar a morfologia do MIP sintetizado, sendo
que também foi realizada no NIP (polimero sem o template), para fins
comparativos. As imagens foram obtidas com um potencial de aceleracao de 10
kV e uma ampliacdo de 10000. As imagens obtidas sdo mostradas nas Figuras
16,17 e 18.
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SEI 10kV x10,000 1um
MIP Tanino - LabMic - UFG

Figura 16. Micrografias para o MIP sintetizado empregando o tanino extraido como
template

x10,000 1pm

MIP Catequina - LabMic - UFG

Figura 17. Micrografias para o MIP sintetizado empregando a molécula de Catequina como
template

SEl 10KV x30,000 0.5pm
NIP - LabMic - UFG

“ 8
SEI  10kV x10,000 1pm
NIP - LabMic -

Figura 18. Micrografias para o NIP

35



E relatado por Middeleer e Dubruel (2016) que o tamanho das particulas
produzidas pela sintese do MIP podem sofrer influéncia por varios parametros
durante o seu preparo, tais como: temperatura, volume, concentracéo, tipo de
reagente intercruzador e principalmente o template, podem influenciar na
morfologia e porosidade do MIP resultante. O estudo da superficie do MIP &
bastante importante, pois quanto maior for a area superficial do MIP, maior é a
facilidade que ele vai ter de se ligar seletivamente com a molécula alvo
(MIDDELEER; DUBRUEL; SAEGER, 2016)

As micrografias apresentaram uma significativa diferenca morfologica. O
MIP feito com o tanino extraido do extrato da casca de ANG-2 e o MIP da
catequina, apresentaram superficies porosas. Arabi e colaboradores (2016),
utilizando a mesma metodologia para a sintese de um polimero molecularmente
impresso, também obtiveram uma morfologia porosa semelhante a obtida neste
trabalho. Enquanto que o NIP apresentou superficie mais homogénea e menos
porosa, embora possa ser visto alguns aglomerados que podem ser atribuidos a

residuos de sintese.

Na literatura ainda néo esta totalmente esclarecida quanto a influéncia
que a molécula usada como template podera causar no tamanho das particulas
sintetizadas. Porém, segundo os estudos realizados por Manzoor e
colaboradores (2015), que a area de superficie e a porosidade do MIP sintetizado

sao afetadas pela presenca da molécula molde durante a polimerizacao.

4.7- Estudo do Efeito Imprinting e Seletividade do MIP

De acordo com as equacoes 8, 9 e 10 descritas na sessao de materiais e
métodos, a seletividade dos MIP’s e NIP confeccionados, foram avaliados. A
seletividade dos mesmos foi estudada tendo em vista a catequina como solugéo
padrao utilizada. Os resultados de seletividade obtidos para os MIP’s e o NIP,

sao apresentados na Tabela 5.
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Tabela 5. Pardmetros de Seletividade, Kd, R e IF, para o MIP's e NIP

Mistura Binaria Polimero Kd (mL g™?) R (%) IF
MIP do Tanino 0,85 30,00 0,37
. extraido
Catequina/ MIP 0,40 16,70 0,21
Quercetina Catequina
NIP 7,00 79,00 =

KD: Coeficiente de distribuicdo. R: Porcentagem de remocdao. IF: Imprinting fator

Como mostrado na Equacéo 8, a capacidade de adsorcédo de um analito
pelo MIP confeccionado é dependente de fatores tais como: (1) concentracdo
inicial do analito, (2) volume da solucédo e (3) quantidade de adsorvente (MIP)
utilizada.

De acordo com Pakede e colaboradores (2017) a capacidade de adsorcao
do polimero ndo esta necessariamente ligada a concentracao inicial da amostra.
A capacidade de adsorcao do polimero € possivelmente atribuida ao nimero de
sitios de adsorcéo formados pelos monémeros funcionais e o template durante
a sintese sendo o Imprinting fator (IF) relacionado com a capacidade que o

polimero possui em se ligar com o analito alvo.

Segundo Sun e colaboradores (2014) um baixo valor de Kd e
consequentemente de IF mostra uma alta seletividade para a molécula de
extragcdo. Como mostrado na Tabela 5, o MIP feito para a catequina usando o
mesmo molde na sintese, mostrou uma maior seletividade (Kd= 0.40) para a
extracdo de catequina. Este resultado ja era esperado pelo fato de a molécula
de catequina ter sido usada para a sintese do polimero, sendo assim, 0 mesmo

apresenta uma maior seletividade para a extracdo de catequina.

(A) (B)

HO

OH

Figura 19. Estruturas quimicas para (A) Catequina e (B) Quercetina
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Contudo, o MIP sintetizado com o tanino extraido, apresentou uma boa
seletividade para a extracao da catequina sendo observado um valor de Kd de
0.85, mostrando que a sintese do polimero usando o tanino extraido, foi eficiente
para a ligacao seletiva com a catequina. A porcentagem de remoc¢ao do polimero
(%R) refere-se a capacidade que o mesmo tem de se ligar com o analito alvo,
sendo que quando menor o valor de %R maior € a capacidade que o polimero
tem de reter o analito. Como esperado, o MIP de catequina foi 0 que apresentou
o melhor percentual de ligacdo dentre os polimeros. A extracdo por MISPE de
compostos fendlicos ja é bastante encontrado na literatura. O valor de Kd obtido
neste trabalho, foi préximo ao obtido por Pakede e colaboradores (2017), onde
conseguiram um valor de Kd igual a 0.37 e IF de 1.07 para a extracdo de
Quercetina (andlogo estrutural da Catequina), utilizando a mesma metodologia
de extracao MISPE.

4.8 — Extracao em fase sélida com polimero molecularmente impresso

4.8.1- Teste de seletividade usando padréo de Catequina

Para avaliar a seletividade dos MIPs, foi realizado extracdes com a
solucdo padrdo de catequina 1 mg/mL? nos trés cartuchos preparados: MIP
catequina, MIP tanino extraido e o NIP. Os resultados obtidos, mostraram que o
MIP sintetizado usando o tanino extraido, resultou em menor eficiéncia para a
extracdo da molécula da catequina, quando comparado ao MIP sintetizado com
a prépria molécula da catequina como template. Os resultados de area apos
processo de extracdo empregando o MIP da molécula de catequina, MIP de
tanino condensado e NIP € apresentado na Figura 20. O cromatograma obtido
para a extragcdo com solucdo de catequina para os MIPs e NIP, é apresentado
na Figura 21.

60000000
50000000

40000000

Area

30000000
20000000

10000000

MIP Catequina MIP Tanino extraido NIP

Figura 20. Gréfico de barras referente a area obtida nos cromatogramas para o pico referente
as amostras de agua enriquecidas com solucdo padrdo catequina apds extracdo SPE 38
empregando as fases extratoras MIP catequina, MIP extrato de tanino e NIP

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 21. Cromatograma obtido para extracdes de amostras de agua fortificadas com solucéo
padrao de catequina

Fonte: Elaborada pelo autor

Como relatado no trabalho de Pichon 2007, realizar extracbes com
solugdes que contém a molécula utilizada como template podem superestimar
os resultados obtidos, uma vez que ndo podemos assegurar a total remoc¢ao da
molécula durante o processo de lavagem do polimero. Assim, de acordo com o
cromatograma obtido na Figura 21, podemos inferir, que o MIP sintetizado a
partir da molécula da catequina apresenta boa especificidade para a mesma,
mas nao foi avaliada a remoc¢éao do template para avaliar se este resultado possa
vir a estar superestimado. Entretanto, o MIP sintetizado a partir da solugéo de
taninos condensados também apresentou consideravel seletividade e

especificidade para a molécula de catequina.

4.8- Extracdo e deteccao de tanino condensado do extrato aquoso do
Angico Vermelho, Jabuticaba e Umbu

O extrato vegetal em si € uma matriz bastante complexa, sendo assim,
analises por LC-UV podem sofrer com a acgdo de interferentes indesejaveis
presentes na amostra. Neste trabalho, foi proposto a utilizacdo dos MIP’s
sintetizados para a eliminacéo de interferentes do extrato do Angico Vermelho,
Jabuticaba e Umbu e a concentracao de catequina nestas amostras.
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O cromatograma obtido apdés a aplicacdo do extrato pelo cartucho

contendo a fase dos polimeros sintetizados € apresentado na Figura 22, 23 e 24.
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Figura 22. Cromatograma obtido apés a etapa de extracdo para amostras reais do extrato
aquoso da amostras da casca do Angico Vermelho

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 23. Cromatograma obtido apds a etapa de extracdo para amostras reais do extrato
aquoso da amostras da casca do Umbu

Fonte: Elaborada pelo autor
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Figura 24. Cromatograma obtido apés a etapa de extragdo para amostras reais do extrato
aquoso da amostras da casca da Jabuticaba
Fonte: Elaborada pelo autor
De acordo com a Figura 22, 23 e 24, observa-se que atraves da técnica
de SPE juntamente com a utilizacdo dos MIP’s sintetizados, foi possivel com
sucesso fazer a concentracdo da catequina no extrato aquoso do Angico
vermelho, Jabuticaba e do Umbu, e ainda eliminar os interferentes presentes na

matriz, sendo os mesmos imperceptiveis no cromatograma obtido.

Como esperado, o MIP sintetizado utilizando a catequina como molécula
template foi o que apresentou um melhor resultado para a concentracdo de
catequina no extrato aquoso, justamente pela mesma ter sido utilizada durante
a sintese do polimero, apresentando assim a maior especificidade observada

nas extracoes.

Ainda assim, o MIP sintetizado usando o tanino condensado extraido da
amostra de Angico Vermelho apresentou consideravel seletividade para a
catequina no extrato aquoso, considerando que este extrato possua interferentes
gue possam atrapalhar na deteccéo e quantificagéo da catequina em uma matriz
complexa como esta. Uma melhor observacgao deste resultado pode ser visto na
Figura 25, onde apresenta os resultados de area apds processo de extracao

empregando o MIP da molécula de catequina, MIP de tanino condensado e NIP.

41



1.00E+09
9.00E+08
8.00E+08
7.00E+08
6.00E+08
5.00E+08
4.00E+08

3.00E+08
2.00E+08
1.00E+08

0.00E+00

Area

MIP Tanino

Extraido MIP Catequina NIP
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Fonte: Elaborada pelo autor

4.9- Figuras de Mérito

A curva de calibracdo foi realizada utilizando a area obtida dos
cromatogramas em sete niveis de concentracdo variando de 100 a 700 mg L.
A curva obtida € mostrada na Figura 26. A equacao de regressao obtida,
coeficiente de determinacdo (R?), Limite de deteccdo (LOD) e Limite de

guantificacdo (LOQ), é mostrada na Tabela 6.
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Figura 26. Curva de calibragcédo para a catequina na faixa de concentracéo de
100 a 700 mg L.
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A linearidade do método de MISPE/LC-UV foi determinada utilizando-se
amostras de agua fortificadas com solucdo padrdo de catequina nas
concentracdes de 100 a 700 mg L O intervalo avaliado apresentou-se linear
com o coeficiente de correlagdo maior que 0,990 (Tabela 6) e os coeficientes de
variacédo dos pontos da curva de calibracdo foram menores que 15%, conforme
estabelece a ANVISA.

Tabela 6. Linearidade, Limite de Deteccao e Limite de Quantificagdo para o método MISPE/LC-
uv

Equacéao r2 LOQ LOD
y = 7625x + 467434 0.9935 80 mg L1 10 mg L?

R2: Coeficiente de determinagéo
LOQ: Limite de Quantificacédo
LOD: Limite de Detecc¢éo

A exatidao, precisao intra e inter-dias e recuperacao foram avaliados em
trés niveis de concentracdo em réplicata (n = 5), conforme recomendacéo da

ANIVSA Art.25. Os resultados séo apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Exatidao, Precisao e Recuperagéo para o MIP confeccionado com o Tanino extraido

Concenir_c—lt(;ao Precisio Exatidao Recuperacao (%)
(mg L) Intra Inter Intra Inter

200 4.8 8,5 90,7 93,5 108,5

400 46 6.7 95,6 100,7 1019

600 8,3 10,1 9,1 98,2 103,9

A recuperacao representa a estimativa direta da capacidade do método
em extrair o soluto de interesse. As variagdes entre os resultados de diferentes
analises representam o coeficiente de variagdo geralmente expresso em %.
Segundo a ANVISA, sdo desejaveis valores de recuperacdo proximos a 100%,
porém outros valores sao aceitaveis, desde que a recuperagcao seja precisa e
exata. Conforme as normas, valores de exatiddo entre 80 e 120% s&o

desejaveis.
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O método padronizado apresentou valores de exatidao de 90 a 94% De
acordo com a validacao analitica do método MISPE, realizada em diferentes
concentracfes de Catequina em agua. Conforme pode ser observado, nas
condi¢cdes otimizadas o método MISPE/LC-UV empregando a fase MIP
desenvolvida apresentou valores de precisdo inter-dias e exatiddo dentro dos
parametros recomendados pela ANVISA (= 15% e = 80%). Assim, podemos
inferir que a metodologia desenvolvida apresenta sensibilidade, repetitividade e

exatiddo adequadas para a analise de compostos fendlicos.
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CONCLUSOES



5.0- Consideracgfes Finais

Neste estudo, foi possivel realizar a extracdo de taninos condensados da
casca do Angico Vermelho, coletadas em locais diferentes, sendo a casca ANG-
2, a que apresentou um maior teor de taninos condensados (26,53%) em relacao
a casca ANG-1 (12,83%).

A caracterizacdo do MIP sintetizado utilizando o extrato, indicou a
presenca de bandas no infravermelho caracteristicas de compostos fendlicos, o
que nao foi observado no NIP (polimero sem template). Além disso, a
caracterizacao dos MIPs e NIP por Microscopia eletronica de varredura, mostrou

uma diferenca morfoldgica entre estes.

Os MIPs sintetizados foram empregados como fase extratora para técnica
SPE na extracdo de catequina em sistema mimetizado, agua enriquecida com
solucdo padrdo de catequina. Os testes de seletividade dos cartuchos SPE
contendo os MIPs e o NIP foram realizados com o padrdo de Catequina, sendo
que o MIP sintetizado a partir do extrato do angico vermelho, apresentou uma
boa intensidade no cromatograma obtido, ainda assim, o MIP de catequina foi o
gue apresentou uma maior seletividade por conter a prépria catequina como
molécula template em sua sintese. O NIP apresentou uma baixa seletividade em
relacdo aos demais, como esperado. Os testes em amostras do extrato aquoso
do Angico Vermelho, Jabuticaba e Umbu mostraram-se eficientes para a
concentracdo e deteccdo de catequina, sendo possivel a eliminacdo de
interferentes presentes na matriz, auxiliando assim técnicas como a LC que

sofrem pela presenca destes interferentes.

O método MISPE/LC-UV otimizado apresentou linearidade com R? =
0.994, LOD (10 mg L?) e LOQ (80 mg L ). Além disso, o método apresentou
valores de precisao inter-dias e exatiddo dentro dos parametros recomendados
pela ANVISA (< 15% e =2 80%). E recuperacao com valores desejaveis proximos
a 100% como prevé a ANVISA. Sendo assim, a técnica MISPE/LC-UV
desenvolvida neste trabalho, mostrou a diminuigéo do preparo de amostra, bem
como a diminuigdo da utilizagdo de solvente, visando a escala industrial e
laboratorial mostrando-se uma forma de diminuicdo de interferentes presentes

em amostras complexas tais como um extrato vegetal.
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