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Resumo

O presente trabalho objetivou estudar as principais variaveis analiticas associadas
aos meétodos espectrofotométricos de quantificacdo do teor de taninos utilizando
caseina e p6-de-pele, os reagentes de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu, bem como a
avaliagao de diferentes tipos de PVPP (Divergan® F, Divergan® RS, Kollidon® CL e
PVPP-P6755) na substituicdo dos substratos protéicos. Para tanto, dois métodos de
analise, um espectrofotométrico e outro por CLAE foram desenvolvidos, utilizando os
polifendis catequina, acido tanico, acido galico e pirogalol como substéncias de
referéncia e rutina como flavondide modelo. Para maiores inferéncias uma solucao
extrativa de folhas secas de Psidium guajava L também foi quantificada. A analise
comparativa assinalou o uso vantajoso do reagente de Folin-Ciocalteu, em relagao
ao reagente de Folin-Denis. Em termos de reprodutibilidade, a caseina grau técnico
(GT) mostrou-se superior a caseina purificada, embora essa ultima possua maior
afinidade pelos polifendis testados. Contudo, as analises por UV-VIS e por CLAE em
comprimentos de onda de 280m e 352 nm, demonstraram que tanto a caseina GT
quanto o po-de-pele ndo sao seletivos para complexar taninos, de acordo com as
normas do ICH. Tanto o po-de-pele quanto a caseina GT foram capazes de
complexar polifendis e rutina de maneira inespecifica. Isso foi evidenciado quando
misturas de um unico polifenol e rutina ou a fragao flavonoidica de P. guajava foram
testadas. A capacidade de complexacgao de polifendis e rutina por parte da PVPP foi
avaliada por UV-VIS, DSC e CLAE. Os melhores resultados foram observados para
PVPP-P6755, no entanto com restrigdes. De maneira similar a caseina GT e po-de-
pele a PVPP-P6755 foram capazes de complexar de maneira inespecifica rutina e
outros flavondides do extrato de P. guajava. Uma validacdo plena para o caso
especifico de folhas de P. guajava € questionavel. No entanto, o método baseado na
utilizacdo de PVPP mostrou-se passivel de padronizagéo utilizando 500,0 mg de p6
de droga, 2,0 mL de reagente de Folin-Ciocalteu, tempo de leitura 30 min apds
adicao desse reagente e quantificagdo em 760 nm. Sob essas condigdes, a analise
comparativa demonstrou que 50,0 mg de PVPP foram, em termos analiticos,

equivalentes a 100,0 mg de po-de-pele ou a 750 mg de caseina GT.

Palavras-chave: taninos, métodos analiticos, complexag¢ao, caseina, po-de-pele,
PVPP, CLAE.






Abstract

Evaluation of analytical variables of methods for total tannins determination based
on complexation with proteins and polyvinylpyrrolidone

This work aims the study of the main analytical variables related to spectrophotometric
assay of the tannin content using casein and hide powder, Folin-Denis and Folin-
Ciocalteu reagents, as well as the evaluation of different PVPP types (Divergan® F,
Divergan® RS, Kollidon® CL and PVPP-P6755®) as substitutes of these protein
substrates. For comparison purposes, a HPLC method and a spectrophotometric method
were developed using the polyphenols catechin, tanic acid, galic acid and pyrogallic acid
as reference substances and rutin as a flavonoid model. In order to obtain more
extensive inferences, a Psidium guajava L leaves aqueous extract was also assayed.
The analytical comparisons showed that the Folin-Ciocalteu reagent was better than
Folin-Denis ones. The use of technical grade casein (TG) led to more reproducible
results in comparison to the purified casein, although the last one had more affinity for
the tested polyphenols. The UV-VIS and HPLC analysis carried out at 280nm and 352nm
did not fulfill the specificity criterium, according to the ICH validation guidelines. Both hide
powder and casein-TG were able to bind polyphenols and rutin in an unspecific way,
either when single polyphenol and rutin mixtures or the P. guajava flavonoid fraction
were assayed. The PVPP binding capability for polyphenols and rutin was compared by
means of UV-VIS, DSC and HPLC. The better result was assigned to the PVPP-P6755,
but with some restrictions. Similarly to casein-TG and hide powder, PVPP-P6755 was
also able to bind in an unspecific way rutin and other flavonoids from a P. guajava
aqueous extract. Strictly speaking, the full validation of a method for the tannin content
assay becomes questionable. However, the method standardization based on the use of
PVPP-P6755 appears to be possible by using of 500,0 mg of drug powder, 2.0 mL of
Folin-Ciocalteu reagent, an scan time of 30 min after addition of this reagent and
detection at 760 nm. Under these experimental conditions, a comparative analysis
showed that 50.0 mg PVPP-P6755 was analytically equivalent t0100.0 mg of hide
powder or 750.0 mg of casein-TG.

Keywords: tannin, analytical methods, complexation, casein, hide powder, PVPP,
HPLC.
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Como metabdlitos secundarios, os taninos sdao compostos fendlicos de
grande interesse econdmico e ecoldgico. A sensacgdo adstringente provocada por
vinhos, sucos de frutas, chas e outras bebidas esta relacionada, em grande parte,
aos taninos. Ao precipitar as proteinas ricas em prolina presentes na saliva, ocorre a
perda do poder lubrificante (BRUNETON, 2001; CHARLTON et al., 2002; SANTOS;
MELLO, 2003; SIMON et al., 2003). A maior parte das propriedades biologicas dos
taninos, dentre elas, cicatrizante de feridas e queimaduras, em casos de ulcera
gastrica e a acao bactericida e fungicida, se deve ao poder que possuem de formar
complexos com ions metalicos e macromoléculas, especialmente protéicas
(MARTINS, 1998; BRUNETON, 2001; SANTOS; MELLO, 2003; MONTEIRO et al.,
2005). Neste contexto, os taninos tém sido amplamente empregados como
substancias marcadoras para a avaliacdo da qualidade de diversas matérias-primas
vegetais (SOARES, 2002; SANTOS; MELLO, 2003).

O fundamento original dos métodos de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu,
preconizados para a determinacédo do teor de taninos € basicamente o mesmo. No
entanto, a analise comparativa de diversos métodos oficiais (Ph. Eur., 2002; BP,
2001; DAB, 1998; F. Bras. 1988), realizada em fase prévia ao presente trabalho,
revela que existem diferengas em termos de técnica, em parametros tais como,
composicao de reagentes, tempo 6timo de leitura e comprimento de onda (ANEXO-
tabela 1A até 1F). A suscetibilidade do complexo tanino-proteina a fatores tais como:
temperatura, pH, proporcdo tanino:agente complexante, massa molecular,
solubilidade do complexo e a propria variabilidade do teor de taninos na amostra

estdo amplamente documentados na literatura.

Estas constatagdes respaldam a necessidade de uma abordagem analitica
diferenciada, baseada na revisao sistematica das diferentes variaveis de interesse, e
tendo como finalidade ultima a padronizagao e validacado do método de quantificagcéao
de taninos. Uma segunda abordagem plausivel é a de explorar as possibilidades
analiticas de um método diferente, baseado na formacdo de complexos insoluveis,
nao-protéicos, com derivados insoluveis da PVPP. Sobre este tema ha relativamente

poucos trabalhos relatados.

SOARES (2002), ao avaliar a capacidade de complexacdo de derivados
insoluveis da povidona (Kollidon® CL e Kollidon® CL-M), observou que esses sao

capazes de remover os taninos de forma eficaz, porém, sem chegar a conclusdes
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definitivas. No presente trabalho, realizou-se uma avaliagdo mais aprofundada das
potencialidades analiticas relativas ao uso de novos derivados da PVPP como
agentes complexantes de taninos. Fez-se ainda uma analise comparativa com o
objetivo de avaliar a especificidade do pé-de-pele, caseina e PVPP frente a
substancias de referéncia comumente utilizadas para expressar o teor de taninos e
frente a flavonodides. Além das substancias de referéncia, a analise comparativa
inclui uma solugdo extrativa de folhas de Psidium guajava, espécie rica em
elagitaninos e taninos complexos (elagitaninos associados a uma unidade de tanino
condensado) (LANS et al., 2000; SANTOS; MELLO, 2003). Psidium guajava é
amplamente distribuida e empregada na medicina popular (WHO, 1998; LOZOYA et
al., 2002; GONCALVES et al., 2005) sendo utilizada nesse trabalho como modelo de

extrato vegetal.
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Obijetivos

2.1 Objetivo Geral

Analisar comparativamente o uso dos agentes complexantes caseina e po-
de-pele na determinacdo do teor de taninos, com énfase nos estudos de
especificidade frente as substancias de referéncia e presencga de flavondides, assim
como analisar as possibilidades de introdugédo da povidona reticulada (PVPP), com a

mesma finalidade analitica.

2.2 Objetivos especificos

i) Analisar dois métodos espectrofotométricos oficiais de quantificagao de
taninos comparando os reagentes de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu, selecionando um

deles.

i) Analisar comparativamente as caseinas purificada e grau técnico como
agentes complexantes, estabelecendo parametros analiticos de padronizacédo e de

validacgao.

iii) Aplicar o método validado, baseado na utilizagdo de caseina, na
determinacdo do teor de taninos totais de um extrato padronizado de Psidium

guajava, comparando-o com o método oficial descrito na Ph. Eur. (2002).

iv) Avaliar propriedades fisico-quimicas da reagdo de complexagdo de
substancias de referéncia com varios polimeros reticulados da povidona (PVPP) e
estabelecer condicbes experimentais que permitam selecionar o derivado da PVPP

com o melhor perfil na formagao de complexos.

v) Desenvolver um método por cromatografia liquida de alta eficiéncia que
permita separar os taninos dos demais compostos polifendlicos presentes no extrato

vegetal de Psidium guajava.

vi) Avaliar por CLAE-PDA a especificidade do derivado de PVPP selecionado,

bem como a dos agentes precipitantes protéicos, pé-de-pele e caseina.
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vii) Propor as linhas gerais de um método de doseamento de taninos para a
matéria-prima vegetal de P. guajava L., baseado na complexagdo com o derivado
selecionando da PVPP, comparando os resultados com os obtidos a partir do
método oficial descrito na Ph. Eur. (2002).
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3.1 Taninos: estrutura e classificagéo

Taninos sado substancias polifendlicas complexas, e de acordo com suas
estruturas quimicas, sdo divididos em dois grupos nas plantas terrestres: taninos
hidrolisaveis e taninos condensados (BRUNETON, 2001; SANTOS; MELLO, 2003).
Existem ainda os florotaninos, presentes em algas pardas (SWANSON; DRUEHL,
2002; NAGAYAMA et al., 2003; JORMALAINEN et al., 2005).

Os taninos hidrolisaveis sao ésteres de um acgucar (central) e de acidos
fendlicos, principalmente acidos galico e elagico e seus derivados. Os galotaninos
resultam da unido entre unidades de acido galico e um poliol. Os elagitaninos
possuem um ou dois residuos de hexa-hidroxidifenoila-D-glicose (HHDP) unidos a
um acgucar central (Figura 1). Pode ocorrer a oxidagdo de HHDP a desidro-
hexaidroxidifenoila (DHHDP) que é caracteristico dos desidroelagitaninos (COSTA,
1994; BRUNETON, 2001; HARVEY, 2001; SANTOS; MELLO, 2003).

COOH
OH HO i OH
y/ OH
o \ OH
0]

\O OH
Tanino galico OH o O
OH
o ‘o OH
OH
s O

OH

OHOH

Tanino elagico

Acido elagico

Figura 1. Estrutura dos taninos hidrolisaveis.
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Os taninos condensados sdo oligbmeros e polimeros formados pela
policondensagdo de duas ou mais unidades flavan-3-ol, tais como catequina ou
epicatequina, respectivamente unidas por pares de ligagdes Cs4—Cg ou Cs—Ce.
(Figura 2). Essas unidades podem ser esterificadas com acido galico originando 3-
O-galatos. Esses taninos também sdo denominados proantocianidinas, devido a
propriedade de produzirem pigmentos avermelhados da classe das antocianidinas,
apo6s degradagdo a quente com acido mineral diluido (MARTINS, 1998;
BRUNETON, 2001; SANTOS; MELLO, 2003; SHOJI et al., 2006).

(+)-Catequina (-)-Epicatequina

Figura2. Monbémeros de taninos condensados

Taninos hidrolisaveis e condensados se distribuem no reino vegetal seguindo
padrées significativamente diferentes. Os condensados ocorrem amplamente em
gimnospermas e angiospermas, enquanto que os hidrolisaveis estdo quase restritos
a angiospermas dicotileddneas (SANTOS; MELLO, 2003). Podem ocorrer na casca,
folhas, frutos e galhos. Algumas espécies produzem somente galotaninos ou
elagitaninos, enquanto outras apresentam misturas complexas contendo

galotaninos, elagitaninos e taninos condensados (HARVEY, 2001).

Os florotaninos séo polimeros de floroglucinol e terpenos, presentes em algas
pardas que apresentam fung¢ao de evitar a herbivoria. Outras propriedades tém sido
atribuidas aos florotaninos, tais como a proteg¢ao das algas frente a radiagao UV, ja
que ocorrem em tecidos por indugdo da radiagdo (GRAHAM; WILCOX, 2000;
SWANSON; DRUEHL, 2002). Também tém sido sugerido que os florotaninos
participam da ligacdo e da acumulagdo de metais pesados (GRAHAM; WILCOX,

2000), no entano essa classe de taninos nao € objeto de estudo nesse trabalho.
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3.2 Atividades farmacoldgicas

As aplicacbes de medicamentos com taninos estdo relacionadas,
principalmente, com suas propriedades adstringentes (MONTEIRO et al., 2005). As
propriedades antidiarréica e hemostatica, por exemplo, foram atribuidas a
capacidade de complexacdo com polissacarideos, proteinas e ions metalicos
(BRUNETON, 2001; SANTOS; MELLO, 2003; MONTEIRO et al., 2005). Por
precipitar proteinas proporcionam também efeito antimicrobiano e antifungico. Como
precipitam alcalbéides os taninos podem servir de antidoto em casos de intoxicacdes
(MONTEIRO et al., 2005).

Outras atividades atribuidas aos taninos, como acao bactericida e fungicida,
antiviral, moluscicida (BRUYNE, et al., 1999; BRUNETON, 2001; SANTOS; MELLO,
2003), antitumoral, no tratamento da arteriosclerose e da artrite reumatoide tém sido
atribuidas, em parte, a capacidade de complexag¢ao ou a captacao de radicais livres
por parte dos taninos. Dessa forma originam radicais estaveis, inibindo a
peroxidagao de lipidios e outras substancias (OKUDA et al.,1989; BRUYNE et al.,
1999; GAULEJAC et al.,, 1999; RIGO et al., 2000; BRUNETON, 2001; SANTOS;
MELLO, 2003; GUENDEZ et al., 2005; MONTEIRO et al., 2005). A eficacia como
cicatrizante de feridas, queimaduras e inflamacdes da pele, assim como a protecéo
da mucosa em casos de ulcera gastrica, parece estar relacionada a formagéo de um
complexo tanino-proteina ou tanino-polissacarideo (MARTINS, 1998; BRUNETON,
2001; SANTOS; MELLO, 2003; MONTEIRO et al., 2005).

De forma geral, os taninos sao inibidores enzimaticos, devido a capacidade
de se ligarem as proteinas. Os taninos inibem a 5-lipoxigenase, a enzima conversora
de angiotensina, e as (glicosiltransferases de microorganismos implicados na
formagdo das caries e inflamacdo da gengiva (BRUNETON, 2001; SANTOS;
MELLO, 2003). Os taninos elagicos e os taninos condensados inibem a quinase C
(WANG et al.,1996; BRUNETON, 2001).

Taninos tém demonstrado ainda atividade contra HIV. Os galotaninos
demonstraram atividade inibitéria somente em concentragdes toxicas. Elagitaninos e
taninos condensados inibiram fracamente a replicagao viral e os taninos complexos

mostraram potente atividade contra a replicagcao do HIV. Verificou-se que a atividade
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anti-HIV exibida por taninos é devida a inibigdo da transcriptase reversa, dificultando
assim a replicacédo viral (KILKUSKIE et al., 1992).

Devido a capacidade de formar complexos com proteinas, outras
macromoléculas e ions metalicos, os taninos também apresentam efeitos toxicos.
Estudos tém demonstrado efeitos nocivos em animais e humanos (LIAO et al., 2003;
MONTEIRO et al., 2005). Em herbivoros, os taninos promovem efeitos negativos no
apetite e na utilizacdo de nutrientes, devido a sua capacidade de precipitar
proteinas, inibir enzimas digestivas e afetar a utilizagdo de vitaminas e de sais
minerais (SILANIKOVE et al., 2001; LIAO et al., 2003; MAKKAR, 2003; MONTEIRO
et al., 2005). Existem estudos indicando a maior toxicidade dos taninos hidrolisaveis,
em relagdo aos taninos condensados. Isso porque os taninos hidrolisaveis, como o
acido tanico, podem ser facilmente degradados nos sistemas biolégicos e os
produtos da hidrélise podem chegar a 6rgaos como figado e rins. Os taninos
condensados nao sao hidrolisados nos sistemas bioldgicos e, portanto, ndo chegam

a corrente sanguinea (LIAO et al., 2003).
3.3 Métodos de doseamento de taninos

Varios sao os métodos de determinagao do teor de taninos que tém sido
empregados, tanto quantitativa quanto qualitativamente. Dentre os colorimétricos
destacam-se os métodos de determinagdo de fendis totais, que utilizam os
reagentes de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu, bem como o doseamento butanol/acido
empregado para taninos condensados e o0 método da vanilina, que é especifico para
meta-difendis (SCALBERT, 1992; SCHOFIELD et al., 2001; MONTEIRO et al.,
2005). Para a quantificagcao colorimétrica de taninos hidrolisaveis se destacam os
métodos que empregam o iodato de potassio e rodanina (SCALBERT, 1992;
HARVEY, 2001; MONTEIRO et al., 2005).

Dentre os métodos gravimétricos de quantificacdo do teor de fendis em
extratos vegetais, destaca-se a utilizagao de Itérbio, para a precipitagdo de taninos
condensados (MONTEIRO et al., 2005), e de PVPP para a quantificacdo de acido
tanico (SCHOFIELD et al., 2001).

Os métodos por CLAE podem ser empregados para taninos hidrolisaveis e
para taninos condensados. Para taninos hidrolisaveis ha relatos de uso na
14
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determinagado da massa molecular, bem como para a determinagéo de acido galico e
acido elagico apos a hidrélise das estruturas poliméricas (HARVEY, 2001). No caso
de taninos condensados podem ser utilizados na determinagdo de polimeros com
até 7 ou 8 unidades (SCHOFIELD et al., 2001).

Para a determinagdo da massa molecular tem sido utilizada a espectrometria
de massas e para o estudo dos complexos soluveis entre proteinas e taninos tem-se

empregado a ressonancia magnética nuclear (CHIEN; HAGERMAN, 2004).

Existem ainda os métodos nefelométricos que medem a dispersao da luz
resultante da formacgédo gradual de precipitados dos agregados tanino-proteina.
Esses métodos geralmente sdo utilizados pelas industrias vinicolas, cervejarias e de
sucos de frutas (CARVALHO et al., 2004).

3.3.1 Métodos de oxi-reducdo com formacgdo de complexo

Os métodos de doseamento de polifendis baseados em reagdes de oxi-
reducdo iniciaram-se com a utilizacdo do reagente fosfotungstico por FOLIN e
MACALLUM (1912), como forma de quantificar o acido urico na urina. O reagente foi
modificado posteriormente e denominado reagente de Folin-Denis (FOLIN; DENIS,
1912)

Uma outra variante do método de quantificacdo de fendis implica no uso do
reagente de Folin-Ciocalteu, inicialmente denominado de reagente fenol modificado,
que difere do reagente de Folin-Denis pela presencga de sulfato de litio, adicionado
para evitar a formacdo de precipitados (FOLIN; CIOCALTEU, 1927; SCALBERT,
1992).

Em todas as suas variantes, os métodos por oxi-redugcdo mencionados
envolvem o doseamento de polifendis totais (quantificados por espectrofotometria),
mediante a formacdao de um complexo de coloracdo azul, derivado da reducio do
reagente pelas hidroxilas fendlicas. A coloragao azul ocorre em meio alcalino, porém
€ pouco estavel em excesso de base fraca, fato que se acentua quando uma base
forte é utilizada, observando-se uma perda rapida da coloragédo (FOLIN; DENIS,
1912; SCALBERT, 1992).
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Cabe destacar que os métodos de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu encontram
aplicagcdo na determinagdo, tanto de substancias polifendlicas em geral quanto de
taninos. O calculo do teor de taninos é realizado indiretamente, subtraindo do teor de
polifendis totais o teor da fracdo nao-tanante, isto &, o teor de polifendis nao reativos
ao tratamento prévio com material protéico ou polimérico (SCALBERT, 1992;
COSTA, 1994; BRUNETON, 2001; SANTOS; MELLO, 2003).

Algumas limitagbes tém sido atribuidas aos métodos de quantificagdo que se
utiizam dos reagentes de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu. Entre elas, encontra-se o
fato de os reagentes serem inapropriados para a comparag¢ao do conteudo fendlico
de amostras de diferentes extratos vegetais. Embora o reagente seja reduzido pelas
hidroxilas aromaticas, caracteristicas de todos os fendis, a redugcdo 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 fenodis pode ser diferente, mesmo quando a
absorvancia € semelhante. Por essa razéo, os reagentes de Folin-Denis e Folin-
Ciocalteu ndo fornecem uma idéia exata da quantidade de fendis, mas sim da

capacidade de redugado da amostra analisada (APPEL et al., 2001).

As limitagdes do método também se estendem a escolha de uma substancia
de referéncia para expressar o teor de fendis. Se a capacidade de redugcdo da
substancia selecionada como padrdo ndo é precisamente a mesma do extrato
analisado, a concentracdo calculada a partir da curva padrao nao refletira,

obviamente, o teor de fendis da amostra (APPEL et al., 2001).
3.3.2 Métodos baseados na precipitacdo de proteinas

Os estudos sobre a complexacao de polifendis com proteinas datam de 200
anos atras, sendo um dos primeiros relatos atribuido a Davy, em 1803 (HASLAM et
al., 1989). Os complexos formados entre taninos e proteinas podem ser reversiveis
ou irreversiveis. Os reversiveis sao estabelecidos via ligagcbes de hidrogénio e
interacdes hidrofébicas, enquanto que os irreversiveis implicam em reacgdes de
oxidagao, via formacao de ligagdes covalentes (LUCK et al., 1994; KAWAMOTO et
al, 1997a; SANTOS; MELLO, 2003).
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Os processos de complexacgao e precipitacao de taninos e proteinas sao tidos
como especificos e estdo relacionados com a estrutura de ambos. Algumas
caracteristicas importantes das proteinas para sua complexacao e precipitacdo com

taninos sao:

e Estrutura molecular: proteinas com estruturas mais abertas e flexiveis
tém maior afinidade pelos taninos, como as proteinas salivares, ricas
em prolina. Por outro lado, proteinas globulares, mais compactas,
como a albumina sérica bovina, possuem menor afinidade aos
compostos fendlicos (HAGERMAN; BUTLER, 1981; HASLAM et al.,
1989; LUCK et al., 1994; FREITAS; MATEUS, 2001; CARVALHO et al.,
2004);

e Ponto isoelétrico: a afinidade das proteinas por taninos € maior no
ponto isoelétrico da proteina (HAGERMAN; BUTLER, 1981; HASLAM
et al., 1989; KAWAMOTO; NAKATSUBO, 1997a);

e Conteudo de prolina: proteinas ricas em prolina tém uma grande
afinidade por polifenéis (HAGERMAN; BUTLER, 1981; HASLAM et al.,
1989; LUCK et al., 1994, SIEBERT et al., 1996a; HAGERMAN et al.,
1998). A ligacdo tanino-proteina € favorecida quando o nitrogénio da
amida é substituido por um grupamento alquila. Os peptideos que
contém prolina apresentam o nitrogénio adjacente a carbonila
substituido, explicando essa maior afinidade (HAGERMAN; BUTLER,
1981).

e Glicosilacao da proteina: proteinas nao-glicosiladas apresentam menor
afinidade por taninos do que as proteinas glicosiladas (FICKEL et al.,
1999).

Em contrapartida, a estrutura e propriedades dos taninos também sao
determinantes na formacdo de complexos entre taninos e proteinas e na

precipitacdo desses. Nesse sentido, quatro caracteristicas devem ser consideradas:

e Tamanho da molécula: é importante no estagio de complexacgao inicial.

Moléculas maiores, porém nao tdo grandes que nao possam se
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intercalar entre os espacgos interfibrilares das proteinas, sdo mais
eficazes na formagdo de complexos (FREITAS; MATEUS, 2001,
MONTEIRO et al., 2005). Para taninos hidrolisaveis as estruturas que
apresentam maior capacidade de precipitacdo obedecem a sequéncia:
penta-galoil-D-glicose > tetra-galoil-D-glicose > tri-galoil-D-glicose)
(HAGERMAN; BUTLER, 1981; SPENCER et al., 1988; HASLAM et al.,
1989; LUCK et al.,, 1994; KAWAMOTO; NAKATSUBO, 1997b). A
disposigdo dos grupos galoila também influencia na capacidade de
precipitacédo. Polifendis com grupamentos galoila distantes entre si séo
mais eficientes como agentes precipitantes. Essa caracteristica esta
relacionada com o impedimento estérico exercido por grupamentos
galoila préximos (KAWAMOTO et al., 1996). Para taninos condensados
também é importante a associagdo com moléculas de acido galico.
Mondmeros como a (-)-epicatequina, quando esterificados com acido
galico, aumentam sua capacidade de formar complexos insoluveis com
proteinas ricas em prolina. No entanto, para dimeros a associacao a
um grupamento galoila ndo € importante, ja que ocorre diminuicdo da
liberdade conformacional (FREITAS; MATEUS, 2001).

Flexibilidade conformacional: quando existe um impedimento
conformacional no polifenol, a capacidade de complexacdo é
drasticamente reduzida (SPENCER et al., 1988; HASLAM et al., 1989;
SIEBERT et al., 1996a)

Solubilidade em &gua do polifenol: existe uma relagéo inversa entre o
grau de complexagdo e a solubilidade do polifenol em &agua.
Normalmente, baixas solubilidades favorecem uma complexagao mais
forte (SPENCER et al.; 1988 HASLAM et al., 1989; LUCK et al., 1994).
No entanto, HAGERMAN e colaboradores (1998), ao investigarem os
mecanismos de precipitagdo dos taninos pentagaloilglicose (PGG) e
epicatequina-(4—8)-catequina observaram o oposto: a epicatequina-
(4—8)-catequina, que é muito soluvel, foi mais eficiente na precipitacao

da ASB do que PGG, que é virtualmente soluvel. Para a precipitagcao
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dos taninos condensados sao importantes as hidroxilas existentes nos
anéis A e B (KAWAMOTO et al., 1996).

e Posicdo dos grupos periféricos: (+)-catequina apresenta maior
afinidade por proteinas ricas em prolina quando comparada a (-)-
epicatequina. Este fato foi associado a estereoquimica do anel pirano
(FREITAS; MATEUS, 2001).

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.

Atualmente trés mecanismos tém sido propostos para elucidar a precipitacéo
de proteinas por parte dos taninos. No primeiro, a precipitagcdo de proteinas por
polifendis seria principalmente um fendbmeno de superficie. A eficacia da ligagao
decorreria do fato de os polifendis serem ligantes multidentados, capazes de se ligar
mediante diferentes grupos fendlicos e de modo simultdneo a mais de um ponto na
superficie da proteina (SPENCER et al., 1988; HASLAM et al., 1989; LUCK et al.,
1994).

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 associagdo entre duas moléculas de
peptideo, formando um dimero, que comecga a precipitar. Inicia-se entdo o terceiro
estagio, onde a espontdanea agregacdo desses leva a formacédo de grandes
complexos precipitados (CHARLTON et al., 2002; JOBSTL et al., 2004).

Uma terceira alternativa proposta para elucidar a precipitagao tanino-proteina,
ocorreria também em dois estagios: uma complexacdo inicial entre taninos e
proteinas, e a subsequente precipitagdo dos complexos (KAWAMOTO et al., 1996).
Essa proposta difere do primeiro e segundo mecanismos por ndo considerar a

associacao entre diferentes moléculas de proteinas.

A natureza da ligagcado entre taninos e proteinas também tem sido objeto de

discussdes. SIEBERT e colaboradores (1996a) afirmam que os complexos formados
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entre taninos e proteinas mantém-se unidos através da combinacéo de liga¢des de
hidrogénio e interagbes hidrofobicas. Alguns autores descreveram a complexagao
como um exemplo especifico de reconhecimento molecular, onde a associagao seria
dirigida por efeitos hidrofobicos (SPENCER et al.,, 1988; HASLAM et al., 1989;
SIEBERT et al., 1996a). No entanto, HAGERMAN e BUTLER (1981), ao descrever
as interagdes entre proantocianidinas e proteinas em meio aquoso, observaram que

essas eram governadas por ligagdes de hidrogénio.

Mais recentemente HAGERMAN e colaboradores (1998), propuseram que a
polaridade do polifenol pode ser utilizada para predizer se a precipitacdo vai ocorrer
via ligacbes de hidrogénio ou interacdes hidrofdbicas. Os resultados indicaram que,
para heptagaloilglicose, que € mais polar do que a pentagaloilglicose, o fator
determinante na complexagdo com albumina sérica bovina reside nas ligagdes de
hidrogénio. Para polifendis nao-polares, como o galato de epicatequina, as

interacdes hidrofébicas seriam dominantes na reacgao.

SIMON e colaboradores (2003), em um estudo da estrutura tridimensional dos
complexos formados entre os taninos do vinho e proteinas salivares, observaram
que as moléculas dos taninos se associam somente a um lado da superficie do
peptideo. Esse lado foi identificado como a porg¢ao hidrofilica, o local onde ocorrem
numerosas ligacbes de hidrogénio entre os grupamentos carbonila de alguns
residuos de prolina e os grupamentos OH dos anéis das proantocianidinas. Os
autores atribuem a discordancia de seus resultados com os anteriormente relatados
ao fato de que, tanto SPENCER e colaboradores (1988) quanto HASLAM e
colaboradores (1989), teriam conduzido seus experimentos na presenga de DMSO,
visando elevar a solubilidade das preparag¢des. Segundo SIMON e colaboradores
(2003), esse fato pode modificar as propriedades hidrofobicas/hidrofilicas de taninos

e proteinas no meio.

FREITAS e colaboradores (2003) estudando a influéncia da forga ibnica nas
interacdes entre taninos e proteinas observaram que com o aumento da forga iGnica
ocorria uma diminuicido da precipitacdo. Esses resultados contradizem os relatados
por LUCK e colaboradores (1994) e os observados por KAWAMOTO e
NAKATSUBO (1997a) na analise da precipitacdo de proteinas por galotaninos.

FREITAS e colaboradores (2003) atribuem as discordancias de resultados as
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diferentes condi¢des e ao tipo de tanino em analise. LUCK e colaboradores (1994) e
KAWAMOTO e NAKATSUBO (1997a) utilizaram taninos hidrolisaveis, para os quais
as interagdes hidrofébicas parecem dirigir o processo de precipitagdo. No entanto,
FREITAS e colaboradores (2003) fizeram uso de proantocianidinas em suas
analises e afirmam, que seus resultados sao indicios de que para os taninos
condensados as interagdes hidrofilicas sdo dominantes em relacdo as interacdes
hidrofébicas para a precipitacdo de proteinas. Dessa forma, a importancia das
interagdes de hidrogénio bem como das intera¢des hidrofobicas ndo esta claramente

definida.

Além das propriedades estruturais, a precipitacéo de proteinas por compostos
polifendlicos depende também de fatores externos. HAGERMAN e BUTLER (1978)
compararam a precipitagdo dos taninos presentes no sorgo com cinco diferentes
proteinas, pepsina, ovoalbumina, albumina sérica bovina, tripsina e lizosima, em
meios com pH diferentes. Os autores observaram que a maxima precipitagao
ocorreu em valores de pH proximos ao ponto isoelétrico (P.l.) de cada proteina,
especificamente, pH 3,0 para pepsina (P.l. 1,0); 3,5 para a albumina sérica bovina
(P.l. 4,9) e ovoalbumina (P.l. 4,6), e valores de pH superiores a 8,0 para as

proteinas tripsina (P.l. 10,1) e lisozima (P.l. 11,0).

KAWAMOTO e NAKATSUBO (1997a), estudando os fatores que afetam a
precipitacdo tanino-proteina, observaram que a concentragdo de proteina interfere
principalmente no estagio inicial da complexacao (referente ao terceiro mecanismo
relatado neste trabalho), enquanto, pH, temperatura e aumento da forga ibnica

determinam a precipitagdo do complexo (segundo estagio).

Outros autores também tém levantado a importéncia de fatores como pH,
forca ibnica do meio, temperatura, presenca de sais e as concentracdes iniciais de
proteinas e taninos no processo de complexacao (LUCK et al., 1994; KAWAMOTO;
NAKATSUBO, 1997a; FREITAS; MATEUS, 2001; SOARES, 2002; SANTOS;
MELLO, 2003; CARVALHO et al., 2004).

De modo global, a importancia de tais fatores resulta em limitagdes, do ponto
de vista analitico, para a quantificacao de taninos. Tais limitagdes foram levantadas
recentemente por SOARES (2002).
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A presenca de substratos como os polissacarideos também influenciam no
processo de precipitacdo de proteinas por taninos (HASLAM et al., 1989; LUCK et
al., 1994; SIEBERT et al., 1996b; RIOU et al., 2002; FREITAS et al., 2003; MATEUS
et al.,, 2004). Estudos tém demonstrado a capacidade de alguns polissacarideos,
como pectina, carragenina e gomas arabica e xantana, de inibir a precipitagdo de
proteinas, enquanto que as gomas guar, tara e caroba nao a inibem (LUCK et al.,
1994). Esse fendbmeno pode ser explicado de diversas formas. O polissacarideo
pode formar um complexo ternario proteina/tanino/carboidrato, aumentando a
solubilidade em meio aquoso; o polissacarideo pode competir com as proteinas pela
associacdo com o tanino; ou os polissacarideos podem desenvolver uma estrutura
secundaria em solugéo, capaz de encapsular e se complexar com taninos (LUCK et
al., 1994; SIEBERT et al., 1996b; FREITAS et al., 2003; RIOU et al., 2002).

A complexacdo entre taninos e carboidratos pode ser explicada devido as
ligacdes de hidrogénio entre o atomo de oxigénio do carboidrato e as hidroxilas

fendlicas dos taninos, bem como por interagdes hidrofobicas (FREITAS et al., 2003).

FREITAS e colaboradores (2003), ao estudar a influéncia dos carboidratos na
precipitacdo de proteinas por taninos, verificaram que carboidratos neutros como
glicose e B-ciclodextrina possuem menor afinidade por taninos do que os anidnicos
como pectina, goma xantana, acido poligalacturbnico e goma arabica. A baixa
afinidade de carboidratos neutros por taninos foi também observada por LUCK e
colaboradores (1994).

3.3.2.1 Complexacao de polifendis com po-de-pele e caseina

Considerando os niveis estruturais, as proteinas podem ser classificadas em
dois grandes grupos: as proteinas fibrosas, que se encontram dispostas em forma
de fibra, com superficies largas e planas, e as proteinas globulares que se
apresentam na forma esférica. Os dois grupos sao estruturalmente distintos, pois as
proteinas fibrosas apresentam um unico tipo de estrutura secundaria, ja as

globulares possuem varios tipos de estruturas secundarias (NELSON; COX, 2000).

O colageno € uma proteina fibrosa e o principal constituinte da pele e dos
ossos (BERG et al.,, 2004). Apresenta-se na forma helicoidal com uma estrutura
secundaria que se repete: glicina-AA-prolina ou glicina-AA-hidroxiprolina, onde AA
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pode ser qualquer residuo de aminoacido. O colageno é constituido por 35% de
glicina, 11% de alanina e 21% de prolina e hidroxiprolina. Somente os residuos de
glicina podem ser acomodados nas jungdes entre as cadeias a individuais. Os
residuos de prolina permitem o entrelagcamento da hélice do colageno. As cadeias a
das moléculas de colageno e as moléculas de colageno das fibras sédo ligadas por

ligagbes covalentes, envolvendo lisina, hidroxilisina ou residuos de histidina.

Sob o termo caseina entende-se um grupo de proteinas denominadas asi.,
as2, P- e k-caseinas, secretadas na forma de complexos micelares, esféricos,
estaveis, que contém fosfato de calcio. Todas as asi-, asp-, B- € K-caseinas séo
moléculas anfipaticas, relativamente pequenas, contendo grande numero de
residuos de prolina distribuidos de maneira uniforme nas sequéncias de
aminoacidos. Essa caracteristica estrutural confere a caseina bruta (in natura)
conformagdes moleculares relativamente abertas. Todas as caseinas possuem uma
carga negativa proxima da neutralidade e a neutralizacdo da carga facilita a

complexacéo e a precipitagdo com taninos (LUCK et al., 1994).

Acredita-se que cada micela é composta por unidades submicelares porosas,
de 10 a 15 nm de didametro aproximadamente, as quais sdo mantidas unidas por
pontes de ions calcio, ligagcbes de hidrogénio, forgcas eletrostaticas e forgas
hidrofébicas. Esta proposta, porém, ndo é completamente aceita por varios
pesquisadores (LUCK et al., 1994; WALSTRA, 1999). Considerando a proposta de
que as micelas de caseina seriam constituidas por submicelas, acredita-se que as
primeiras apresentariam superficie rugosa e esférica. As submicelas apresentariam
composicao variavel, algumas constituidas de as € Bs-caseinas enquanto outras por
os € k-caseinas. As submicelas seriam unidas por fosfato de calcio. Nesse sentido,
as mesmas se agregariam até a formagao das micelas onde as que apresentassem
K-caseinas permaneceriam na parte externa com a cadeia C-terminal formando a
superficie da micela. Dessa forma, a cadeia C-terminal impediria, por repulsao
eletrostatica, a agregacéo de outras submicelas, também garantindo estabilidade
contra floculagdo (WALSTRA, 1999).

Observacdes tém sido feitas de que as micelas de caseina nao sao estruturas

fixas. Mudancas de temperatura, pH e for¢ca ibnica ocasionam mudancas na
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distribuicdo do tamanho e na proporcdo de submicelas livres (KRUIF, 1999;
WALSTRA, 1999).

No que tange a complexagao de polifendis em solugédo, esses sdo removidos
pela caseina mediante a participacdo das estruturas micelares, poros hidrofébicos,
regides submicelares hidrofobicas e, possivelmente, também devido a um

deslocamento favoravel da B-caseina nas estruturas micelares (LUCK et al., 1994).
3.3.3 Complexacédo com derivados da povidona

Face as limitagbes observadas para o uso de agentes complexantes
protéicos, a avaliagdo de novos agentes, de natureza n&o-protéica, representa uma
alternativa analitica ja anteriormente relatada na literatura, com destaque para a
polivinilpirrolidona (PVPP) e a sua elevada capacidade de complexacdo com
polifendis (HORN; DITTER, 1982; MAKKAR, et al., 1995; SOARES, 2002).

Atualmente, polivinilpirrolidonas soluveis (PVP) sao utilizadas como
adjuvantes farmacéuticos devido as suas propriedades adesivas, de formacao de
filme, sua excelente solubilidade em agua e outros solventes de uso farmacéutico
além da afinidade por superficies hidrofilicas e hidrofobicas. A capacidade de formar
complexos (soluveis) com um grande numero de substancias pode ser utilizada para
incrementar a solubilidade de farmacos, em meio liquido, ou aumentar a
biodisponibilidade, de formas sdlidas. Outra aplicacdo para a propriedade de
complexacédo é a estabilizagdo de proteinas e enzimas em diagndsticos (KOLLIDON,
2001).

Os derivados insoluveis da povidona reticulada (ou cruzada), incorretamente
denominados de polivinilpolipirrolidona pela industria alimenticia e abreviados como
PVPP pela industria de bebidas, encontram aplicagdo na industria farmacéutica
como desintegrantes, adsorventes e formadores de complexos (KOLLIDON, 2001).
Nesse trabalho, sera utilizada a abreviatura PVPP para designar os derivados

insoluveis da polivinilpirrolidona.

Os polimeros da PVPP apresentam ainda outros empregos na industria e em
pesquisas. Exemplo disso sdo as investigagbes que tém sido feitas utilizando esses
polimeros para extracdo e purificagdo de DNA de microorganismos, entre eles,
Escherichia coli (TROCHIMCHUNK et al., 2003) e Ralstonia solanacearum

24



Referencial Tedrico

(POUSSIER et al., 2002). Também tem sido investigada a aplicagao na extragao de
enzimas (ASEGA; CARVALHO, 2004), bem como nos processos de remogao de
residuos de fungicidas em vinhos tintos. Neste caso, a complexagéo ocorre atraves
de ligagdes de hidrogénio entre os grupos carbonila da poliamida e as hidroxilas
fendlicas (FERNANDEZ et al., 2005).

Outra aplicagdo dos polimeros insoluveis da PVPP, como Divergan® RS e
Divergan® F, é na clarificagdo de cervejas e vinhos. Depois de um curto periodo de
tempo os polifendis presentes no vinho podem se oxidar, alterando assim a
coloracéo e as qualidades sensoriais da bebida. No caso de cervejas os compostos
polifendlicos formam complexos causadores de turbidez. A fim de evitar esses
problemas, a industria de bebidas tem se utilizado de polimeros como Divergan® RS
(regeneravel) e Divergan® F (ndo-regeneravel), que apresentam capacidade de

complexar os polifendis (BASF, 2003).

Nesse sentido, derivados de PVPP também tém sido utilizados em
membranas de ultrafiltragcao, para evitar a formagao de precipitados de polifendis e
proteinas em sucos de frutas. A PVPP associada as membranas promove a
complexacdo das substancias polifendlicas maiores, permitindo a passagem de
pigmentos e pequenas substancias fendlicas através dos poros (BORNEMAN et al.,
2001).

Derivados da PVPP, assim como bentonita e misturas de pectinase e amilase,
também tém sido avaliados para utilizacdo no tratamento prévio de sucos de frutas,
em processo anterior a ultrafiltracdo. A bentonita em concentracdo de 0,5% foi
superior quanto a redugao da turbidez, no entanto, a PVPP foi mais efetiva para a
remocao de taninos (YOUN et al., 2004).

Em contrapartida, alguns autores afirmam que o processo de clarificagdo
afeta a qualidade do vinho, ja que agentes clarificantes como a bentonita, a PVPP e
a gelatina reduzem os niveis de compostos fendlicos, alteram a cor e as
caracteristicas sensoriais da bebida. Segundo os autores, a gelatina apresenta
pouca influéncia sobre vinhos tintos jovens ja que afeta somente compostos
coloidais, enquanto a PVPP removeria também compostos fendlicos de baixa massa
molecular (GOMEZ-PLAZA et al., 2000).
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De modo geral, os polifendis apresentam uma maior afinidade por PVPP do
que pelas proteinas, o que justifica sua insercdo em varios campos da pesquisa
(GARRIDO et al., 1991; MAKKAR, 2003).

A PVPP contém grupos hidrofilicos (anel pirrolidina) e grupos hidrofébicos
(cadeia vinilica). Devido a isso, dois tipos de ligacdo parecem ser importantes para a
complexacédo de moléculas com o polimero: a formagao de ligagées de hidrogénio
através das fungbes carbonila (ANDERSEN; SOWERS, 1968; DONNER et al., 1993
MAKKAR et al.,, 1995) e as interagbes hidrofébicas (PLAIZIER-VERCAMEN; DE
NEVE, 1982).

FROMMING e colaboradores (1981), ao investigar as possiveis interagbes
entre diversos farmacos e a polivinilpirrolidona, observaram diferentes afinidades
dos farmacos pelo polimero, onde o aumento da forca de interacdo se da devido a
uma elevagao no numero de grupos funcionais polares e a um aumento na extensao
da porgao hidrofébica, justificativas estas aplicadas para explicar as elevadas

constantes de associagédo observadas para o acido tanico, por exemplo.

Respaldando a importadncia das ligagdes de hidrogénio no processo de
complexacdo PLAIZIER-VERCAMEN e De NEVE (1982) observaram que um
aumento no numero de grupamentos hidroxila substituidos no anel benzénico

promove aumento na constante de associagao PVPP/polifendis.

HORN e DITTER (1982) verificaram a existéncia de uma correspondéncia
entre a forga de interagdo com o0 numero e a posigdo dos grupos doadores de
hidrogénio. Observaram ainda que em todos os compostos bifuncionais os
complexos mais fracos eram formados por isbmeros orto. Uma maior tendéncia de
interagdo observada para bifendis com isbmeros meta e para indicam a influéncia da

posicao dos grupos hidroxila na molécula e, possivelmente, de um efeito estérico.

MAKKAR e colaboradores (1995) observaram que taninos se ligam a PVPP
em diferentes graus. Isso pode ser devido a diferenga no numero de grupos
fendlicos e suas posicdes no nucleo ou as conformacbes desses taninos.
Propuseram ainda que a ligagdo de taninos com PVPP seja analoga a ligacao de
taninos com proteinas, ou seja, a associagdo € maior para taninos que apresentam

uma conformacéao aberta.
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SIEBERT (1999), compara a PVPP aos residuos do aminoacido prolina.
Ambos apresentam anéis de cinco membros saturados, contém nitrogénio no anel,
ligagbes amida e ndo possuem outros grupamentos funcionais. Dessa forma, o autor
sugere que os polifendis se complexam com a PVPP de maneira similar ao que

acontece as proteinas ricas em prolina.

y — —
+ | - H,C—CH,
Ho.N—C—COO
/ H2C c=0
HZC\ /CH2 \'T'/
CHy +———CH—CHy—1
— —n
prolina PVPP

Figura 3. Estrutura molecular do aminoacido prolina e da PVPP.

SIEBERT e LYNN (1997) estudando os mecanismos de adsor¢do na
estabilizacdo de bebidas verificaram que a eficiéncia da utilizacdo de PVPP como
agente clarificante varia de acordo com o tipo de bebida. Em cervejas, a PVPP
mostrou-se menos efetiva na remocgao de polifendis quando comparada ao suco de
maca. De acordo com os autores esse fato estd relacionado com a menor
quantidade de polifendis presente na cerveja. Nessa condigdo, os polifendis
parecem se associar preferentemente as proteinas ficando indisponiveis para a
PVPP. Em contrapartida, em bebidas com elevada concentragcdo de polifendis a
maior parte dos sitios ligantes das proteinas se encontraria “ocupada” por polifendis,
que por sua vez apresentariam sitios disponiveis para a complexagao com a PVPP,

originando complexos proteina-polifenol-PVPP.

Os processos de quantificagao de taninos que envolvem pé-de-pele, caseina
e PVPP como agentes complexantes, que ja se encontram na forma insoluvel, n&o
envolvem a precipitacdo protéica. Dessa forma, nesses processos, sao importantes

somente os fatores que influenciam na complexagao entre polifendis e proteinas.
3.3.4 Aspectos analiticos por CLAE

A cromatografia liquida de alta eficiéncia trouxe avangos significativos na

analise de produtos naturais. A utilizagcdo de colunas com superficie apolar (fase
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reversa) permitiu a identificacdo e quantificagdo de substancias polares, pouco
volateis e termolabeis (SADEK, 2000).

As técnicas analiticas por CLAE encontram emprego na identificagdo e
quantificacdo de estruturas monoméricas dos taninos, como acido galico, acido
elagico, catequina e pirogalol; ou estruturas com até 7-8 unidades flavbnicas dos
taninos condensados (HARVEY, 2001).

Nesse sentido diversos trabalhos tém sido realizados e condicbes
cromatograficas distintas tém sido utilizadas. A tabela 1 descreve de forma
resumida, as principais condi¢des cromatograficas relatadas para analise de taninos

e estruturas monomeéricas.

Tabela 1. Resumo dos métodos por CLAE de determinacdo de taninos e

mondmeros de taninos hidrolisaveis e condensados.

Coluna Fase movel Eluicso | Fluxo A (nm) Referéncia
(mL/min)
Cosmosil Cqg TFA 0,1%/,01% TFA em | 1,0 220 Kawamoto et al.,
MeOH (4:1) 1995
Nucleosil C4g A —H,0: MeOH : G 1,2 280 FAQ, 2000.
H3PO4 (975,5:19,5:1)
B — MeOH: H,0 (70:30)
TSK-gel ODS A —0,025% H;PO, G 1,0 Detector Nakai et al., 2000
(agua) eletroquimico
B - 0,025% Hs;PO,
Exsil Cs A — H3P040,2% G 1,0 280 Peng et al., 2001
B - 82% ACN:0,04
Alltech C1s A — H,0: CH;COOH G 1,0 280 e 360 Zuo et al., 2002
(97:3)
B - MeOH
LiChrospher A - H3PO4 (pH 2,5) G 1,0 280 Makris et al., 2003
RP-18 B — MeCN: H,0 (4:6)
Shim-Pack VP- A —H;PO4 0,1% G 0,6 280 Shui; Leong, 2004.
oDS B - MeOH
- A —HCIO4 0,6% G 1,0 280 Guendez et al.,
B - MeOH 2005
OoDS A — ACN: Hyo (1:9) G 0,7 280 Ramma et al., 2005
Spherisorb RP B — ACN: H,0 (1:1)
Alltima Cig ACN: CH3;COOH (90:20) | 1,0 Fluorescéncia | Savova et al., 2005
. 7\.5)( 280, }VEM
315.
Hypersil C1s A — CH;COOH 0,6% G 0,7 280 Pinelo et al., 2006
B - MeOH
Hypersil Cg A — CH3;COOH 2% G 1,0 280 Stampar et al., 2006
B - CH;COOH: ACN
Spherisorb A - CH;COOH 6% G 0,5 280 Proestos et al.,
ODS 2 B — ACN:H,O (65:30) 2006
Waters Cqs 0,1% de CH;COOH em | 1,0 280 Row; Jin, 2006
Hzo: ACN: CH3C2H5
(87:10:3)
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Como se pode observar na tabela 1, existem diversos métodos aplicados na
quantificacdo de taninos por CLAE. No entanto, a maior parte desses utiliza fase
movel com presenga de acido, coluna Cqs eluicdo em gradiente e comprimento de

onda em 280 nm.
3.4 Validacdo de métodos analiticos

Validagao de um método analitico é o processo de demonstrar que o método
€ adequado ao uso pretendido, é um aspecto vital da garantia da qualidade analitica
(BARROS, 2002; BRASIL, 2003). Também pode ser entendida como um processo
de obtencao, documentacio e analise de dados, permitindo descrever o método de
forma detalhada e permitindo a identificagao e o controle dos fatores de variacdo. A
validagao €, portanto, um processo sistematico, o que permite que as operacdes de
trabalho (sistema de execugéo do processo analitico) sigam critérios estabelecidos e
aceitos, e sejam reprodutiveis em diferentes laboratérios, com precisdo e exatidao,

através do estabelecimento de limites de confianca (MARTINS, 1998).

Os testes quantitativos para a determinacdo do principio ativo em produtos
farmacéuticos sédo considerados validados, desde que sejam avaliados parametros
como, exatiddo, precisdo (repetibilidade e reprodutibilidade), especificidade,
linearidade, intervalo e robustez (EMEA, 1998; BRASIL, 2003).

29






4. MATERIAIS E METODOS






Materiais e Métodos

4.1 Materiais
4.1.1 Matéria-prima vegetal

Constituida por folhas secas de Psidium guajava, coletadas no Municipio de

Porto Alegre, em margo de 2004.
4.1.2 Reagentes, solventes e substancias de referéncia.

Acetato de etila, acetonitrila grau CLAE (Merck); acido cloridrico, acido
férmico, acido fosforico a 85% (Merck); acido fosfomolibdico (Sigma), acido galico
(Merck), acido tanico (Merck), catequina (Sigma), molibdato de sodio (Sigma),
pirogalol (Merck), rutina (Sigma), solugdo metandlica de cloreto férico a 5%, solugao
saturada de bromo, sulfato de litio monoidratado (Merck), tungstato de sddio

(Sigma).
4.1.3 Agentes precipitantes

Caseina grau técnico (GT) (Sigma, C7870, lote: 35H0822); Caseina purificada
(Sigma, C5890; Iote: 042K0112); Divergan® F (BASF, lote: 98566236WO);
Divergan® RS (BASF, lote: 333050); Kollidon® CL (BASF, lote: 26897); po-de-pele
(Freiberg-Forschungsinstitut); PVPP-P6755 (Sigma);

4.1.4 Aparelhos equipamentos e materiais diversos

Agitador magnético (IKA, RO15), balanca analitica (Mettler, AB204), balanca
de infravermelho (Bel Mark, Top Ray), banho-de-agua (BUCHI, B-480), banho de
ultra-som (Elma Transonic 460), calorimetro diferencial exploratério (Shimadzu, DSC
60): controlador de fluxo para gas de purga (N2) (Shimadzu, FC-60A), integrador
(Shimadzu, TA-60WS) e software de controle e avaliagdo (Shimadzu, TA-60 versao
2.0), centriguga (FANEM, 206 BL), cromatdégrafo liquido de alta eficiéncia
(Shimadzu, LC-10A): bomba (LC10AD), sistema de valvulas para eluigdo gradiente
(Shimadzu, FVC-10AL), detector UV/VIS (Shimadzu, SPD10A), injetor automatico
(Shimadzu, SIL-10A), desgaseificador DGU-2A, programa para aquisicao de dados
(Shimadzu, CLASS-LC10), coluna cromatografica Gemini C18, 5um, 110A, 250 x
4,60 mm (Phenomenex), pré-coluna Bondapack C4g , 10mm x 4 mm, com 125 ym

(Shimadzu), espectrofotbmetro (Hewlett Packard, HP8452A), espectrobmetro de
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infravermelho (Shimadzu, DR-8001), estufa de ar circulante (Memmert, TV 60 UL),
estufa (Biomatic, 1305), liofilizador (Edwards, Modulyo, 4K), membrana hidrofiica:
0,45 uym de poro, 7 mm de diametro (HVLP04700, Millipore), membrana hidrofilica:
0,45 ym de poro, 13 mm de didmetro (HVLP01300, Millipore), moinho de facas (SK1,
Retsch); placas de silica gel GF2s4, porta-amostras de aluminio (Shimadzu, ref. C
201-52943), seladora para porta-amostras (Shimadzu, SSC-30).

4.2 Métodos
4.2.1 Caracterizacdo da matéria-prima vegetal
4.2.1.1 Identificacdo botéanica

A droga vegetal foi identificada por Daniel Martins Ayub, botanico da
Universidade Luterana do Brasil. Uma exsicata das partes aéreas foi depositada no
Herbario da UFRGS e identificada pelo numero de depdsito ICN 135288.

4.2.1.2 Secagem e moagem do material vegetal

O material vegetal foi dessecado em estufa de ar circulante a 40 °C, durante
cinco dias. As folhas foram selecionadas manualmente e submetidas a moagem em
um moinho de facas, provido de malha de 180 um. O produto foi acondicionado em

frascos de vidro e armazenado em local fresco, protegido da umidade e da luz.
4.2.1.3 Determinacéo da perda por dessecacéo

i) Método de secagem em estufa

Trés amostras de 2,0 g de droga moida, exatamente pesadas, foram
colocadas em pesa-filtros previamente tarados e mantidas em estufa a 105 °C, por 2
horas. Apds resfriamento por 30 minutos em dessecador provido de silica, os pesa-
filtros foram pesados e novamente colocados na estufa por mais 1 hora, repetindo-
se o procedimento até obter uma diferenga igual ou inferior a 5 mg entre duas
pesagens sucessivas. Os resultados foram expressos como perda de massa

percentual, relativos a média de trés determinacdes (DEUTSCHES, 1986).

34



Materiais e Métodos

i) Método de secagem em balanca de infravermelho

Trés amostras de 1,0 g da droga seca moida, exatamente pesadas, foram
analisadas em balanga de infravermelho, conforme descrito por MARTINS (1998). A
temperatura de aquecimento foi programada para 105 °C, com ciclos de

resfriamento de 15 segundos.
4.2.2 Preparo da solucao extrativa para andlise do teor de taninos

Para obtencdo da solugao extrativa, 0,5 g de matéria-prima vegetal seca e
moida foram submetidas a decocgao a 100 °C com 150,0 mL de agua, durante 30
minutos. Apos resfriamento a temperatura ambiente, a solucdo extrativa foi
transferida para baldo de 250,0 mL e o volume completado com agua. Em seguida,
a solucao extrativa foi filtrada, sendo desprezados os primeiros 50,0 mL (Ph. Eur.,
2002).

4.2.3 Caracterizagdo da solucéo extrativa para analise do teor de taninos
4.2.3.1 Analise cromatografica qualitativa de taninos condensados e hidrolisaveis
i) Preparacdo das amostras:

A uma amostra de 5,0 g de droga vegetal moida foram adicionados 50 mL de
agua destilada. A mistura resultante foi extraida por digestdo sobre banho-maria a
95 °C, por 15 minutos. Apos resfriamento a temperatura ambiente, a solugéo
extrativa foi filtrada e o seu volume ajustado para 50,0 mL com agua destilada.
Desta, um volume de 3 uL foi aplicado sobre placa de gel de silica (F. Bras. IV,
1988).

i) Preparo das solucdes de referéncia para andlise por CCD

Quatro solucbes de substancias de referéncia foram preparadas por

dissolugédo utilizando as seguintes quantidades e volumes:
a) Solucéo 1: 5 mg de acido galico em 5,0 mL de alcool a 60 % (V/V).
b) Solucdo 2: 30 mg de acido tanico em 5,0 mL de alcool a 60% (V/V).

c) Solucédo 3: 5,0 mg de (+)-catequina em 5,0 mL de alcool a 60% (V/V).
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d) Solucéo 4: 5,0 mg de pirogalol em 5,0 mL de alcool a 60 % (V/V).
iif) Procedimento analitico

O sistema cromatografico foi preparado a partir de uma mistura de acetato de
etila: acido férmico: agua (80:1:1), utilizando placas de gel de silica, ndo ativadas,
com indicador de fluorescéncia. O processo foi desenvolvido a temperatura
ambiente, observando um percurso de 10,0 cm em cuba cromatografica saturada. A
revelagao foi realizada utilizando-se solugdo metandlica de cloreto férrico a 5%.

4.2.3.2 Determinagéo do pH

O pH da solucdo extrativa foi determinado a 25 °C em potencidmetro
calibrado com solugdes de tampéao fosfato e acetato, pH 7,0 e 4,0 respectivamente.

O resultado foi expresso pela média de trés determinagdes (F. Bras. IV, 1988).
4.2.3.3 Determinacao do residuo seco

Um volume equivalente a 20,0 g da solugao extrativa foi pesado, de forma
exata em pesa-filtro previamente tarado, e evaporado sobre banho-de-agua fervente
até a secura, com agitagédo ocasional. O residuo foi colocado em estufa a 105 °C por
duas horas, resfriado em dessecador provido de silica e pesado. A amostra foi
recolocada em estufa por 30 minutos, repetindo-se o procedimento até peso
constante. O resultado, expresso em relagdo a 100,0 g da solugdo extrativa,

corresponde a média de trés determinacgdes.
4.2.4 Preparacao do produto seco liofilizado

A solucdo extrativa aquosa foi dividida em frascos para liofilizacdo cobertos
com papel filtro. Apds congelamento desses, procedeu-se a liofilizacdo nas
seguintes condicdes: pressdo de 10" mbar e temperatura de -60 °C. Os frascos de
liofilizagao ficaram ao abrigo da luz durante todo o processo de secagem. O produto
seco liofilizado foi acondicionado em frascos ambar, hermeticamente fechado e

armazenado em dessecador até o momento do seu uso.
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4.2.5 Caracterizagéo do produto seco liofilizado
4.2.5.1 Determinacéo da perda por dessecacéo

Exatamente, cerca de 100,0 mg do produto seco liofilizado foram pesados em
pesa-filtro previamente tarado, colocados em estufa a 105 °C por duas horas e, a
sequir, resfriados a temperatura ambiente sobre silica e pesados. Este procedimento
foi repetido em intervalos de 30 minutos até peso constante. Os resultados foram
expressos em percentual ponderal pela média de trés determinag¢des (DEUTSCHES,
1986).

4.2.5.2 Analise cromatografica qualitativa de taninos condensados e hidrolisaveis
A amostra foi ensaiada e comparada conforme descrito no item 4.2.3.1.

4.2.6 Caracterizagdo das substancias de referéncia

4.2.6.1 Espectroscopia no ultravioleta

Os espectros de absorcdo foram obtidos por varredura no intervalo de
comprimento de onda de 200 a 500 nm, utilizando solugbes aquosas nas
concentragdes de 0,4, 0,4, 1,4 e 3,0 mg mL" de acido galico, acido tanico, catequina
e pirogalol, respectivamente. Os critérios de comparagdo foram a coincidéncia dos

maximos de absor¢ao e sobreposi¢cao geral dos espectros.
4.2.6.2 Espectroscopia no infravermelho

Amostras de 1,5 mg de acido galico, acido tanico, catequina e pirogalol foram
exatamente pesadas e misturadas com 150,0 mg de brometo de potassio
previamente dessecado por uma hora, a 105 °C. As pastilhas foram obtidas por
compressdo em prensa hidraulica, com uma pressdo aplicada de 8 Ncm?
aproximadamente Os espectros foram obtidos no modo transmitancia, utilizando os
seguintes parametros: resolucdo de 4 cm™; acumulacgdes de 40 e faixa de leitura de
4000 a 400 cm™. Para fins de identificagdo, os espectros obtidos foram comparados

com analogos relatados na literatura.
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4.2.6.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Amostras de aproximadamente 1 a 2 mg de acido galico, acido tanico,
catequina e pirogalol foram pesadas em porta-amostra de aluminio, o qual foi
posteriormente fechado. O equipamento foi previamente calibrado com indio
(99,999%) e zinco (99,999%), em termos de temperatura e valores de entalpia. Os
parametros utilizados para os experimentos foram: velocidade de aquecimento de 10
°C min™; faixa de temperatura de 25 a 300 °C, utilizando nitrogénio (pureza de

99,999%), com fluxo de 50 mL min™', como gas de purga.

As temperaturas de fusdo obtidas foram comparadas com as relatadas na

literatura para as referidas substancias.
4.2.7 Caracterizacdo dos agentes complexantes
4.2.7.1 Caseina grau técnico e caseina purificada

As diferentes amostras de caseina foram caracterizadas pela perda por
dessecacédo. Para tanto, amostras de 2,0 g, exatamente pesadas, foram colocadas
em pesa-filtros previamente tarados e mantidas em estufa a 105 °C, por 2 horas.
Apos resfriamento por 30 minutos em dessecador provido de silica, os pesa-filtros
foram pesados e novamente colocados na estufa por mais 1 hora, repetindo-se o
procedimento até obter uma diferenga igual ou inferior a 5 mg entre duas pesagens
sucessivas. Os resultados foram expressos como perda de massa percentual,
relativos a média de trés determinagdes (DEUTSCHES, 1986).

4.2.7.2 Derivados de PVPP
i) Espectroscopia no infravermelho

A analise foi realizada para o Divergan® F; Divergan® RS; Kollidon® CL,;
PVPP-P6755. Para a realizagdo das analises empregou-se a mesma metodologia

descrita no item 4.2.6.2.
ii) Determinacao do pH

Foram utilizadas suspensdes aquosas a 1% (m/m) dos diferentes tipos de

PVPP. As leituras foram realizadas a 25 °C, em potencidmetro calibrado com
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solugcdes de tampao fosfato e acetato, pH 7,0 e 4,0 respectivamente. O resultado

expresso corresponde a média de trés determinagdes (USP 29, 2006).

4.2.8 Avaliacdo das variaveis analiticas de métodos para determinag¢do do teor

de taninos totais utilizando agentes precipitantes protéicos
4.2.8.1 Preparo dos reagentes
i) Folin-Ciocalteu

Pesou-se 100,0 g de tungstato de sddio R e 25,0 g de molibdato de sodio R,
que foram dissolvidos em 700 mL de agua. A solugéo resultante foram adicionados
100,0 mL de acido cloridrico R e 50,0 mL de &cido fosférico R. A mistura foi
aquecida durante 12 horas sob refluxo em aparelho de vidro. Apds resfriamento,
foram adicionados 150,0 g de sulfato de litio monoidratado, 50,0 mL de agua e
algumas gotas de bromo R. A solugéo foi aquecida, sem refluxo, por 15 minutos, a
fim de promover a evaporacdo do bromo residual. Apds resfriamento, a mistura foi
transferida para baldo volumétrico de 1000,0 mL e o volume completado com agua.
O reagente foi filtrado e armazenado em geladeira (4 °C), em frasco de vidro &mbar
(Ph. Eur., 2002). Quando necessario, o procedimento de adigdo e aquecimento com

bromo R foi repetido, a fim de assegurar a atividade plena do reagente.
ii) Folin-Denis

Foram pesados 10,0 g de tungstato de sodio e 2,0 g de acido fosfomolibdico,
que foram dissolvidos em 75,0 mL de agua. A solugdo foram adicionados 5,0 mL de
acido fosforico R e essa submetida a aquecimento sob refluxo durante 2 horas. Apés
resfriamento, a solugao foi transferida para baldo de 100,0 mL e o volume

completado com agua (F. Bras. IV, 1988).
iii) Solugcéo de carbonato de sédio a 20%

Para preparagcao do reagente, 20,0 g de carbonato de sdédio anidro foram
dissolvidos com aproximadamente 80,0 mL de agua. A solucao foi transferida para

baldo volumétrico de 100,0 mL e o volume foi completado com agua.
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4.2.8.2 Determinacao dos polifendis totais

Foi realizada, com modificacbes, conforme descrito no Método Geral para a
quantificacdo de taninos da Ph. Eur. (2002). Para a determinagdo dos polifendis
totais, 5,0 mL da solugao extrativa, preparada conforme descrito no item 4.2.2, foram
diluidos a 25,0 mL com &gua (concentragdo de 0,4 mg mL™"). Em baldo de 25,0 mL,
volumes de 1,0 1,5, 2,0, 2,5 e 3,0 mL de reagente de Folin-Ciocalteu, conforme o
caso, foram adicionados de 10,0 mL de agua e 2,0 mL da solugéo extrativa diluida e
o volume foi completado com solugcdo de carbonato de sdédio a 20%. A leitura da
absorvancia foi realizada em 760 nm, 30 min apds adicdo do reagente de oxi-
reducado a solugao extrativa diluida, de modo a obter leituras de absorvancia entre
0,4 e 0,8 U.A. O tempo de leitura foi estabelecido mediante acompanhamento da
cinética de reacao nos tempos de 0,5; 1; 2; 3; 5; 10; 15; 20; 30 e 60 min apés adigao

do reagente de oxi-reducéo a solugao extrativa diluida, com leitura em 760 nm.
4.2.8.2.1 Estabelecimento da regido de comportamento linear

A quantidade o6tima de agente de oxi-redugdo, capaz de assegurar a
linearidade na faixa de trabalho pretendida, foi determinada mediante analise de
regressao das curvas de calibragdo obtidas para pirogalol (0,8, 1,6, 2,4, 3,2 e 4,0 nug
mL'1). Solugdes de compensacao foram obtidas substituindo o volume de amostra
por agua, mantendo mesmas quantidades de reagente de Folin-Ciocalteu e solugao

saturada de carbonato de sddio.
4.2.8.3 Quantificacdo da fracdo ndo-tanante

Foi realizada segundo descrito no Método Geral para a quantificacdo de
taninos da Ph. Eur. (2002), porém, utilizando caseina purificada e caseina grau
técnico como agentes complexantes. Para estabelecer o tipo e a quantidade de
caseina a serem utilizados, aliquotas de 10,0 mL da solugdo extrativa filtrada
(preparada conforme item 4.2.2) foram misturadas, separadamente, com
quantidades de 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700 e 800 mg de caseina, submetidas
a agitacdo magnética durante uma hora e, finalmente, filtradas. Dos filtrados,
aliquotas de 5,0 mL de cada foram diluidas a 25,0 mL com agua. Em baldo de 25,0
mL, 2,0 mL de reagente de Folin-Ciocalteu e 10,0 mL de agua foram adicionados a
2,0 mL da solugdo extrativa diluida e o volume completado com solucdo de
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carbonato de sodio a 20%. As condigbes experimentais, tempo de leitura,
quantidade de reagente e comprimento de onda foram as mesmas estabelecidas a
partir do item 4.2.8.2.

4.2.8.4 Selecao da substancia de referéncia

A selecao foi baseada na comparagado entre os espectros de absorgdo das
substancias de referéncia e da solugdo extrativa (32 ug mL™"), na regido 400 a 800
nm. As condigdes experimentais, tempo de leitura e quantidade de reagente para a

preparacao das solugdes de leitura foram as mesmas estabelecidas em 4.2.8.2.
4.2.8.5 Curva de calibracédo do pirogalol (substancia de referéncia)

As curvas de calibragao utilizando 1,0 e 2,0 mL de reagente foram obtidas
para as concentragbes de pirogalol de 0,8, 1,6; 2,4, 3,2, 4,0 ug mL". A absorcao
especifica (A% ) do pirogalol foi calculada a partir dos dados gerados. As demais

condicdes experimentais foram as estabelecidas a partir do item 4.2.8.2. A absorg¢ao

especifica do pirogalol foi calculada a partir da equacéao:

w A-10
Al = A0

Onde: Aﬁﬁ = absorgao especifica do produto reacional reagente-pirogalol; A

= absorvancia do produto reacional (U.A.); C = concentragdo de pirogalol (g L™).

4.2.8.6 Curva de calibracdo para polifendis totais e fracdo ndo-tanante da solucdo

extrativa

A linearidade na faixa de concentracao estudada e a proporcionalidade entre
os resultados para polifendis totais e a fragdo nao-tanante foram avaliadas mediante
analise de duas curvas de calibragcdo, uma para polifendis totais e a outra para a

fracdo ndo-tanante, obtidas segundo a metodologia abaixo descrita.

A solucéao extrativa foi diluida de modo a obter uma concentragdo de 20 mg
mL". Para a quantificagdo dos polifendis totais aliquotas dessa solugdo foram

tomadas, obtendo-se solugbes com concentragdes de 0,24, 0,32, 0,40, 0,48, 0,56 e
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0,64 mg mL". Em baldo de 25,0 mL, o reagente de Folin-Ciocalteu e 10,0 mL de
agua foram adicionados a 2,0 mL de cada uma das solu¢des previamente diluidas e
o volume completado com solucdo de carbonato de sdédio a 20%. As condicdes
experimentais tempo de leitura, quantidade de reagente e comprimento de onda

foram as mesmas estabelecidas no item 4.2.8.2.

Para a quantificagdo da fragdo nao-tanante foram utilizadas 400,0 mg de
caseina GT e as demais condi¢des experimentais definidas em 4.2.8.3.

4.2.8.7 Célculo do teor de taninos

Para o calculo do teor de taninos totais foi utilizado o conjunto de equacgdes:

A1-FD
PT = ————
(m-p)- A
A2-FD
FNT = ——5 " —
(m-p)-Alh
TT =PT —FNT

Onde, m = massa da amostra (g); p = perda por dessecacéo (9); A1, Az =
absor¢des das solugdes (U.A.); FD = fator de diluicdo; PT = teor de polifendis totais
(g%); FNT = teor de substéncias nao-tanantes (g%); TT = teor de taninos totais (g%);

A” = absorgdo especifica do pirogalol (2099 UA).

4.2.8.8 Reprodutibilidade para o método de doseamento do teor de taninos totais

Foi realizado utilizando trés solugbes extrativas, preparadas segundo item
4.2.2, em dias diferentes e em ftriplicata. A determinacdo dos polifendis totais foi
realizada com as condi¢gdes experimentais tempo de leitura, quantidade de reagente
e comprimento de onda estabelecidas no item 4.2.8.2. O teste de reprodutibilidade
para a fragdo ndo-tanante foi realizado segundo o descrito no item 4.2.8.3 com 400,0
mg de caseina GT.
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4.2.8.9 Repetibilidade para o método de doseamento do teor de taninos totais

Foi realizado utilizando uma mesma solugao extrativa, preparada segundo
item 4.2.2, a qual foi diluida de modo a obter uma concentracéo de 0,4 ug mL™". Para
avaliar a repetibilidade dos polifendis totais, nove aliquotas da solugao extrativa
foram tratadas com 2,0 mL de reagente de Folin-Ciocalteu, 10,0 mL de agua e o

volume completado a 25,0 mL com solugéo de carbonato de sodio a 20%.

Para a fracdo nao-tanante, especificamente, uma mesma solugdo extrativa
com concentragdo de 2,0 mg mL" foi tratada com 400,0 mg de caseina GT,
mantendo-se as demais condigdes experimentais definidas no item 4.2.8.3.
Posteriormente, a amostra foi filtrada e 5,0 mL do filtrado foram diluidos a 25,0 mL
com agua, rendendo uma concentragdo de 0,4 mg mL™". A seguir, nove aliquotas de
2,0 ml dessa solucado foram submetidas ao mesmo tratamento adotado no teste de

repetibilidade para os polifendis totais descrito nesse mesmo item.

4.2.8.10 Comparacdo entre o reagente de Folin-Ciocalteu e o reagente de Folin-

Denis

Para a determinacao dos polifendis totais, 5,0 mL da solucéo extrativa filtrada
foram diluidos a 25,0 mL com agua. Em balédo de 25,0 mL, 2,0 mL do reagente de
Folin-Denis foram adicionados a 2,0 mL de solucao extrativa e 10,0 mL de agua e o
volume completado com solugdo de carbonato de sddio a 20%. O comprimento de

onda e a concentragao de reagente foram aqueles definidos no item 4.2.8.2.

Para a determinagao da fragao nao-tanante utilizou-se 400,0 mg de caseina

GT e foram adotadas as demais condi¢cdes experimentais definidas no item 4.2.8.3.
4.2.8.11 Quantificacdo de taninos mediante uso de p6-de-pele

A quantificagdo dos polifendis totais foi realizada segundo o descrito no item
4.2.8.2. Para a determinacao da fragdo nao-tanante utilizou-se 100,0 mg de po6-de-
pele e as demais condigdes experimentais definidas no item 4.2.8.3. O teor de
taninos foi calculado utilizando o mesmo conjunto de equagdes descrito no item
4.28.7.
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4.2.8.12 Avaliacdo da especificidade da formacdo de complexos entre derivados
protéicos e taninos através de método espectrofotométrico e por cromatografia

liquida de alta eficiéncia (CLAE)
A) Avaliacéo a especificidade utilizando método espectrofotométrico

Adicionou-se 20,0 mg de rutina em 100,0 mL de solugao extrativa preparada
segundo item 4.2.2 e procedeu-se a quantificacdo dos polifendis totais, de acordo
com o especificado no item 4.2.8.2. Para a determinagcdo da fragdo n&o-tanante
foram utilizados 400 e 600 mg de caseina GT e as demais condigdes experimentais
estabelecidas no item 4.2.8.3. Os resultados obtidos foram comparados com os

encontrados através de realizagdo do ensaio sem a adi¢gao de rutina.
B) Avaliacao da especificidade utilizando CLAE
i) Preparacdo de amostras

Solucdes das substancias de referéncia: foram preparadas utilizando como

solvente uma mistura de acetonitrila:agua 1:3 e uma quantidade apropriada de cada
uma das substancias de referéncia, de modo a obter solugdes individuais com
concentragdo de 80 pg mL" de acido galico, catequina, pirogalol e rutina.
Posteriormente foi preparada uma solugdo contendo essas quatro substancias,

mantendo-se a mesma concentragao.

Solucéo extrativa: 100,0 mg do produto liofilizado foram diluidos em 50,0 mL

de agua. A solugado resultante foi filtrada e injetada no aparelho. Para avaliar a
complexagcdo com caseina, aliquotas de 10,0 mL da solugao reconstituida foram
tratadas com 100, 200, 400, 600, 800 e 1600 mg de caseina. Realizou-se o0 mesmo
procedimento para avaliar a complexagcao com poé-de-pele utilizando 50,0 e 100,0
mg do mesmo. As demais condi¢gdes experimentais como tempo de complexagao e

filtracdo foram as mesmas descritas no item 4.2.8.3.
ii) Sistema cromatografico

Foi adotada uma separacdo em gradiente de nove fases, utilizando misturas
de acido fosférico a 5% (solugdo A) e acetonitrila:acido fosférico a 5% (60:40 m/m)

(solugao B), em diferentes proporcdes. Fase 1: de 13% a 25% de B, em 25 min;
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fase 2: isocratica, com 25% de B, por 5 min; fase 3: de 25% a 33% de B, em 7 min;
fase 4: isocratica, 33% de B por 3 min; fase 5: de 33% a 40% de B, em 7 min; fase
6: isocratica, mantendo 40% de B, por 3 min; fase 7: de 40 a 43% de B, em 3 min;
fase 8: isocratica, mantendo 43% de B, por 2 min; fase 9 (recondicionamento da
coluna): de 43% a 13% de B, em 15 min. Em todas as fases o fluxo foi de 0,8 mL
min™ e a pressdo mantida constante. Deteccdo em 280 e 352 nm, com sensibilidade
de 0,5 U.A.

4.2.9 Caracterizacao fisico-quimica dos complexos PVPP-substancia de

referéncia
4.2.9.1 Preparo das solu¢des de referéncia

As solugdes aquosas de acido galico e acido tanico foram preparadas na
concentragéo de 0,4 mg mL™; a catequina e o pirogalol nas concentragdes de 1,4 e
3,0 mg mL™ respectivamente. Foi utilizado banho de ultra-som para assegurar a total
dissolugdo. Quando néo utilizadas de imediato, as solugbes foram armazenadas ao

abrigo da luz.
4.2.9.2 Seleg¢ao do comprimento de onda para leitura

Foram preparadas solugdes aquosas de 0,40 nug mL" de cada uma das
substancias de referéncia e a absorvancia registrada por varredura da regido de 200

a 500 nm. Agua foi utilizada como liquido de compensacéo.
4.2.9.3 Preparo das dispersdes de PVPP

As dispersbes aquosas de Kollidon® CL, Divergan® RS, Divergan® F e P
6755 — Sigma, nas concentracdes de 0,5, 2,5, 7,5 e 15 mg mL™", foram mantidas sob
agitagao constante durante 24 h, e utilizadas imediatamente apds esse periodo de

hidratacao.
4.2.9.4 Avaliacao do perfil de complexacédo das diferentes PVPP

Por separado, aliquotas de 5,0 mL de cada substancia de referéncia e de
rutina (0,4 mg mL™") foram adicionadas a baldes volumétricos de 25,0 mL contendo

cada uma das dispersdes obtidas no item 4.2.9.3. Apos 30 minutos, as preparacdes
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foram centrifugadas a 3000 rpm, durante 30 minutos. Do sobrenadante foi retirada
uma aliquota de 5,0 mL e essa diluida com agua destilada em baldo de 25,0 mL. As
concentragbes de acido galico, acido ténico, catequina, pirogalol e rutina foram
determinadas em espectrofotdbmetro nos comprimentos de onda definidos no item

4.2.9.1, utilizando agua como liquido de compensagao.

Para avaliacdo da formacdo de complexos entre a solugdo extrativa e os
diferentes tipos de PVPP, 10,0 mL da solug&o extrativa (preparada conforme item
4.2.2) foram tratados com as diferentes dispersdes de PVPP. O procedimento a

seguir foi 0 mesmo, acima descrito, para as substancias de referéncia.

4.2.9.5 Avaliacdo da complexacdo entre substancias de referéncia e PVPP-P6755

mediante calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

Misturas das substancias de referéncia e PVPP-P6755 nas proporcoes 1:1,
1:5 e 1:10, foram submetidas a analise por calorimetria exploratéria diferencial. Uma
massa entre 1,0 e 2,0 mg foi pesada em porta-amostra de aluminio, posteriormente
tampado e selado com selador apropriado. Os parametros utilizados para os

experimentos foram os mesmos relatados no item 4.2.6.3.
4.2.9.6 Efeito da purificacdo acida da PVPP-P6755 sobre a capacidade complexante

Uma amostra exatamente pesada de 50 g de PVPP foi submetida a agitacao
com 250 mL de HCI 0,1 M por 30 minutos. O material foi filtrado por funil de vidro
sinterizado G3, sob presséao reduzida. O residuo de filtragao foi lavado com um litro
da mesma solugdo acida e, em seguida, repetidas vezes com agua destilada, até
obtencdo de um filtrado totalmente limpido. O residuo foi seco em estufa a 40 °C,
durante 72 horas, e mantido em recipiente hermeticamente fechado até o momento
de uso (DONNER et al., 1993; SOARES, 2002).

Dispersdes de PVPP-P6755 purificada e nao purificada nas concentracoes
0,25, 0,5, 1,25, 2,5,5,0,7,5e 15 mg mL™ foram submetidas & complexacéo com 5,0
mL de solugdo de catequina na concentragao de 1,4 ug mL™" em baldes de 25,0 mL.

O procedimento a seguir foi o mesmo descrito no item 4.2.9.4.
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4.2.9.7 Avaliacdo da influéncia do pH na estabilidade dos complexos PVPP-

catequina

Uma solugao de catequina a 700 pg mL™" foi tratada com disperséo de PVPP-

P 6755 a 15 mg mL™. O pH foi ajustado utilizando solugdes HCI 0,1 M e solugdes-

tampdo de fosfatos e boratos (tabela 2). O procedimento a seguir foi 0 mesmo

descrito no item 4.2.9.4. A absorvancia foi determinada nos comprimentos de onda

especificados na Tabela 2, utilizando agua como liquido de compensagao. Os

resultados foram expressos como fragdo ponderal de catequina ligada (FCL) em

funcéo do pH.

Tabela 2. Solugdes e condicdes utilizadas para avaliagao da influéncia do pH sobre

a formagdao de complexos entre derivados da povidona cruzada e

catequina.
Solugao Volume pH obtido A nm
adicionado

HCI 0,1N 1,0 mL 2,94 280
HCI 0,1N 0,5 mL 3,36 280
Agua destilada - 6,0 280
Tampao fosfato 15,0 mL 6,99 280
Tampao fosfato 15,0 mL 7,98 280
Tampéao borato 15,0 mL 8,43 290"
Tampéao borato 15,0 mL 8,99 290"
Tampao borato 15,0 mL 9,39 290"

* Devido ao deslocamento batocromico sofrido em pH alcalino, as leituras foram realizadas em 290 nm.
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4.2.9.8 Avaliacao da especificidade da formacao de complexos entre PVPP-P6755 e
substancias de referéncia por método espectrofotométrico e por cromatografia
liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A) Avaliacdo do perfil de complexacdo de substancias de referéncia adicionadas de
rutina com PVPP-P6755

Foram preparados 100,0 mL de solugdes das substancias de referéncia
catequina e pirogalol. A essas solugdes se adicionou 20,0 mg de rutina. As solugdes
contaminadas foram complexadas com as diferentes dispersbées de PVPP-P6755

conforme descrito no item 4.2.9.4.

B) Avaliacdo da formacdo de complexos entre substancias de referéncia e PVP-
P6755 por CLAE

i) Preparacao de amostras para analise por CLAE

Substancias de referéncia: uma solugdo contendo 80 pg mL™" de acido galico,

catequina, pirogalol e rutina foi preparada mediante dissolugdo em uma mistura de
acetonitrila:agua 1:3 (V/V). Dessa solugao, 10,0 mL foram tratados com 10,0; 50,0;
150,0 e 300,0 mg de PVPP-P6755 durante 30 minutos, centrifugadas a 3000 rpm,

por 30 minutos, e finalmente, filtradas e injetadas no cromatografo.
4.2.10 Complexacéao de taninos de Psidium guajava com PVPP-P6755
4.2.10.1 Selecado da substancia de referéncia

Catequina foi selecionada como substancia de referéncia considerando os
resultados obtidos previamente neste trabalho, além dos observados por SOARES
(2002).

4.2.10.2 Curva de calibracédo da catequina (substancia de referéncia)

As curvas de calibragdo utilizando o reagente de Folin-Ciocalteu foram
obtidas com concentragées de 1,28, 2,56; 3,84, 5,12, 6,4 ug mL". As demais
condigbes experimentais, entre outras, tempo de leitura, comprimento de onda e
concentragdo de reagente foram aquelas definidas em 4.2.8.2. A absorgéo
especifica da catequina foi calculada a partir da equacao descrita no item 4.2.8.5.
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4.2.10.3 Determinacéo dos polifendis totais
Foi realizada conforme descrito no item 4.2.8.2.
4.2.10.4 Quantificacdo da fracdo ndo-tanante com PVPP-P6755

Foi realizado segundo descrito no Método Geral para a quantificacdo de
taninos da Ph. Eur. (2002), utilizando a PVPP-P6755 como agente complexante.
Diferentes concentragbes desse agente complexante foram testadas: 10,0; 25,0;
50,0; 100,0; 150,0 e 300 mg. Para tanto, 10,0 mL da solugédo extrativa filtrada (ver
item 4.2.2) foram tratados, durante 30 minutos, com as concentracbes de PVPP-
P6755 acima pré-estabelecidas. Apds a complexagao, as amostras foram filtradas e
5,0 mL do filtrado, diluidos a 25,0 mL com agua. Em baldo de 25,0 mL, 2,0 mL de
reagente de Folin-Ciocalteu e 10,0 mL de agua foram adicionados a 2,0 mL da
solucao extrativa diluida e o volume foi completado com solugdo de carbonato de
sédio a 20%. As condigbes experimentais tempo de leitura, quantidade de reagente

e comprimento de onda foram as mesmas estabelecidas no item 4.2.8.2.
4.2.10.5 Célculo do teor de taninos

Para o célculo do teor de taninos totais foi utilizado o conjunto de equagdes

descrito no item 4.2.8.7. Para fins de calculo adotou-se o A%, da catequina

(1359,65).

4.2.10.6 Avaliagcdo da formacdo de complexos entre taninos da droga vegetal e
PVPP-P6755 por CLAE

i) Preparacdo de amostras para analise por CLAE

Solucéo extrativa: 100 mg do produto liofilizado foram diluidos em 50,0 mL de

agua, filtrados e injetados no cromatografo. Dessa solugdo, aliquotas de 10,0 mL
foram adicionadas de PVPP-P6755 nas concentracdes de 10,0; 50,0; 150,0 e 300,0
mg. A seguir as amostras foram agitadas durante 30 minutos e centrifugadas a 3000

rpm, por 30 minutos. Apos, as mesmas foram filtradas e injetadas no cromatografo.
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4.2.11 Andlise comparativa dos teores de taninos totais, calculados mediante
utilizacdo de caseina, p6-de-pele e PVPP-6755

Foi realizada uma analise comparativa dos resultados obtidos para os teores
de taninos totais com os diferentes agentes complexantes utilizados, bem como das
diferencas no perfil de complexacdo por CLAE da solugao extrativa de Psidium
guajava com os agentes complexantes avaliados. Também foi realizada uma
avaliacdo da influéncia das substancias de referéncia selecionadas para a
quantificacdo de taninos utilizando o método espectrofotométrico que emprega o

reagente de Folin-Ciocalteu.
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5.1 Caracterizagcdo da matéria-prima vegetal

O elevado teor de agua que caracteriza 6rgaos vegetais verdes, favorece a
acao de enzimas, podendo acarretar a degradacéo dos constituintes ativos além de
possibilitar o desenvolvimento de microorganismos (FARIAS, 2003). Para taninos,
em geral, é inconveniente a analise de tecidos frescos, tornando-se indispensavel a
operagado de secagem. No entanto, a secagem através de métodos que empregam
calor (sol, ou em estufas acima de 70 ° C) diminui consideravelmente a
concentrag&o de taninos (SANTOS; MELLO, 2003).

Por esse motivo, para folhas de Psidium guajava, se adotou neste trabalho a
secagem em estufa a 40 °C, por um periodo de tempo de cinco dias. O teor de
umidade, determinado pelos métodos em estufa e balanca de infravermelho para a
droga vegetal seca, foi de 8,82 + 0,12 (CV% = 1,32, n = 3) para o primeiro e de 9,49
+ 0,37 (CV% = 3,88, n=3) para o segundo método. Uma vez que o teor de umidade
estabelecido em diferentes farmacopéias varia entre 8 e 14%, com algumas
excecgdes especificadas nas monografias (FARIAS, 2003), os valores obtidos por
ambos os métodos foram tidos como satisfatorios. Nao obstante a maior dispersao
dos resultados no método por balanga de infravermelho, carece de um real
significado tecnolégico, além de ja ter sido constatada por outros pesquisadores

deste PPGCF, que precederam o presente trabalho.

5.2 Preparo e caracterizacdo da solucdo extrativa para andlise do teor de

taninos

A relagdo de solventes e misturas desses relatada na literatura para a
extragdo de taninos é relativamente ampla (HARVEY, 2001). Vaérios autores
recomendam por exemplo metanol:agua ou acetona:agua. O uso de agua parece
consensual, uma vez que essa ou sua mistura com alguns solventes organicos tém
demonstrado rendimentos favoraveis na extracdo. Contudo, ha algumas
constatagdes interessantes, dependendo do tipo de solvente organico utilizado. A
acetona bloqueia a associagao tanino-proteina, o que nao ocorre com o metanol
(SANTOS e MELLO, 2003). No entanto, o metanol & capaz de romper ligagbes em
galotaninos dando origem a monémeros de acido galico ocorrendo 0 mesmo com

agua, quando essa é utilizada como liquido extrator a temperaturas acima de 60 °C.
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Em temperaturas proximas a 100 °C, a 4gua também pode romper as ligagdes éter

de elagitaninos, o que resulta na liberagao de acido elagico (HARVEY, 2001).

Por entender que a acetona nao poderia ser utilizada no processo de extracéo
(devido ao método de doseamento proposto) e que misturas de agua:metanol
podem provocar a despolimerizagcao dos taninos, optou-se pelo método de extracao
por decocgao com agua, como preconizado pela Farmacopéia Brasileira e outros
Cddigos Oficiais (F. Bras. 1988; DAB, 1998; BP, 2001; Ph. Eur., 2002).

Para a caracterizacdo da solugdo extrativa foram realizados ensaios de
determinagao do perfil cromatografico por CCD, pH e residuo seco. O valor médio de
pH foi de 6,04 + 0,13 (CV% 2,23; n =3), o que é condizente com a presencga de
compostos polifendlicos no extrato. O teor médio de residuo seco foi de 0,0515 +
0,0017 (CV% 3,36), o que equivale a 8,5% em relacdo a massa seca de droga

vegetal seca (0,5 g), extraida com 250,0 mL de agua.
5.2.1 Andlise cromatografica qualitativa de taninos condensados e hidrolisaveis

A partir do cromatograma obtido para taninos da solugao extrativa de Psidium
guajava (figura 4) ndo se pode concluir pela presenga de catequina e acido galico, ja
que ambas as substancias apresentam bandas de coloracdo e Rf semelhantes. A
presenca de pirogalol e acido tanico nao foi confirmada a partir do cromatograma
obtido. O &acido tanico apresentou uma banda semelhante a do acido galico,
indicando a presencga deste no padrao de acido tanico, que é constituido por uma
mistura de taninos hidrolisaveis. O mesmo foi observado por DE SOUZA (2004), que
utilizou acido tanico e acido galico para avaliagdo do perfil cromatografico de

Phyllanthus niruri.
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1,0
()
@ = 05
@ @ ’ Amostra Rf/ coloracéo
Solugao extrativa 0,51 — azul escuro
Acido galico 0,49 — azul escuro
Acido tanico 0,49 — azul escuro
COO © O, Catequina 0,51 — verde azulado
SE AG AT CAT Piro
Pirogalol 0,62 — azul escuro

Figura 4. Representagcdo esquematica do cromatograma obtido mediante analise de
taninos nas amostras de Psidium guajava. SE: solugdo extrativa, AG:
acido galico, AT: acido tanico, CAT: catequina, Piro: pirogalol. Sistema
cromatografico: acetato de etila: acido férmico: agua (80:1:1), gel de silica

GFs4, revelacgao: cloreto férrico.

Sistemas cromatograficos semelhantes ao aqui aplicado, diferindo apenas na
proporgcao da fase mével, foram utilizados para a detecgdo de taninos em Maytenus
ilicifolia (MARTINS, 1998) e Phyllanthus niruri (DE SOUZA, 2004), no entanto ambos
mostraram-se inconclusivos enquanto a presenga de acido galico e de catequina. O
sistema aqui adotado representa uma tentativa de obter melhor resolugao para as
bandas dessas substancias alterando-se a fase mdvel. Com isso, valores de Rf
diferentes foram obtidos para acido galico e catequina. No entanto, as alteragdes
nao foram suficientes para garantir a identificagdo dessas substancias em Psidium

guajava.
5.3 Preparacdao e caracterizacdo do produto seco liofilizado

Para a caracterizacdo do produto seco liofilizado foram realizados os testes
de perda por dessecacdo e perfil cromatografico por CCD. O teor de umidade
resultante foi de 4,85 + 0,11 (CV% 2,4).
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O cromatograma obtido para o produto seco liofilizado foi semelhante ao

observado para a solug&o extrativa (figura 4).

Posteriormente a comparacéo do perfil cromatografico da solugdo extrativa e
produto seco liofilizado foi também avaliada através de método por CLAE. Os
cromatogramas obtidos para a solugdo extrativa e produto seco liofilizado foram
idénticos, indicando que o processo de liofilizagao nao alterou a constituicdo fendlica

do extrato de Psidium guajava (figura 11).
5.4 Caracterizacao das substancias de referéncia
5.4.1 Espectroscopia no ultravioleta

O acido galico apresentou pico de absorgcdo maximo em torno de 271 nm, o
pirogalol por sua vez teve seu maximo de absorgdo detectado em 267 nm, ja a
catequina apresentou pico maximo proximo a 280 nm e o acido tanico com pico de
absorcao em torno de 270 (figura 5). De modo geral, esses valores coincidem com
aqueles relatados na literatura (JURD, 1962; FROMMING et al., 1981; RAMOS-
TEJADA et al., 2002).
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Figura 5. Espectros de absor¢ao no UV das substancias de referéncia, acido

galico (A), acido tanico (B), catequina (C) e pirogalol (D).
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5.4.2 Espectroscopia no infravermelho

Os espectros obtidos para o acido galico, acido tanico, catequina e pirogalol
mostraram-se sobreponiveis aqueles relatados na literatura (POUCHERT,1991). As
substancias de referéncia apresentaram as seguintes bandas caracteristicas
(NAKANISHI; SOLOMON, 1977; SILVERSTEIN et al., 1998; PAVIA et al., 2001).

Acido gélico: vmax(KBr/em™): 3200: deformagao axial O-H, por formagdo de
ligacbes de hidrogénio intramoleculares; 3100: deformagdo axial C-H aromatico;
1700: deformagao axial C=0; 1600 e 1500: deformacdo axial C=C de nucleo
aromatico; 1350: deformacéo angular no plano de O-H; 1250: deformacéao axial C-O;

650: deformacgao axial de C-H de nucleo aromatico (ANEXO-figura 1A).

Acido tanico (polimero constituido por moléculas de &acido galico e acido
elagico): vmax(KBr/cm™): 3150; deformacéo axial O-H; 1720: deformagao axial C=0;
1610 e 1540: deformacao axial C=C de anel aromatico; 1200: deformagao angular
de O-H e deformagéao axial de C-O; 750: deformacgéo angular fora do plano de C-H

aromatico; 650: deformacgé&o angular fora do plano de O-H (ANEXO-figura 1B).

Catequina: vmax(KBr/em™): 3370 e 3200: deformacao axial O-H; 1600 e 1510:
deformacéao axial C=C do anel aromatico; 1250: deformacao axial assimétrica de C-
0O-C; 1240 e 1100: deformacao angular de O-H e deformagao axial de C-O; 900 e
650: deformagé&o angular fora do plano de C-H aromatico (ANEXO-figura 1C).

Pirogalol: vmax(KBr/cm™): 3400: deformacéo axial O-H; 1900 e 1700: bandas
harménicas de anel aromatico trissubstituido; 1620 e 1520: deformacéao axial C=C do
anel aromatico; 1390-1180: deformagéo angular de O-H e deformacgéao axial de C-O;
815: banda forte do C-H fora do plano relativa a substituicdo do anel aromatico
(ANEXO-figura 1D).

5.4.3 Calorimetria exploratéria diferencial (DSC)

Para o acido galico, a catequina e o pirogalol os valores tedricos das
temperaturas de fusdo relatados na literatura sédo, respectivamente, 265 °C, 175-
177°C e 131133 °C (BUDAVARI, 1996). Os valores determinados
experimentalmente foram bastante semelhantes (264 °C, 171 °C, 132 °C). Cabe
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salientar que pequenas diferencas entre as temperaturas medidas pelo aparelho de
Koffler, e aquelas determinadas através de DSC, podem existir. Isso ocorre porque a
sensibilidade do segundo é superior, além de haver diferengas de parametros tais
como atmosfera em que os experimentos sao realizados, bem como as velocidades
de aquecimento utilizadas (FORD; TIMMINS, 1989; HAINES, 1995; HATAKEYAMA,;
QUINN, 1999; COSTA, 2005).

A temperatura de fusdo de 251 °C determinada para o acido tanico (mistura
polimérica) diferiu da faixa de fusdo de 210-215 °C relatada na literatura. Esse fato
pode encontrar resposta nas observagdes feitas por MAKKAR; BECKER (1993), no
sentido que, amostras de diferentes marcas comerciais (Merck, Sigma, Fluka, dentre
outras) tiveram diferentes capacidades de precipitagdo protéica e de composi¢des
em termos de acido tanico. Foi realizada para o acido tanico também a
determinacao através de Koffler e verificou-se que a partir de 200 °C inicia-se o
processo de carbonizagdo da amostra. Ao atingir temperatura de 220 °C a amostra
encontra-se totalmente carbonizada. Dessa forma, € possivel afirmar que a fusdo é
acompanhada de carbonizagdo, sendo esses resultados, obtidos no aparelho de
Koffler, semelhantes aos relatados na literatura (BUDAVARI, 1996).

5.5 Caracterizagcao dos agentes complexantes

O teor médio de umidade obtido para a caseina purificada foi de 8,74 + 0,06
com CV % 0,67. O teor de umidade obtido para a caseina grau técnico foi de 9,25 +
0,10 com CV% 1,09.

Os derivados da PVPP foram caracterizados mediante a determinacao do pH
e a obtencgao dos espectros no infravermelho. Os resultados da determinag¢ao do pH

estao representados na tabela 3.
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Tabela 3. Valores de pH obtidos para os derivados da PVPP.

Substancia pH =S CV (%)
PVPP (P 6755 — Sigma) 7,32 £ 0,04 0,56
Divergan® F 5,58 =+ 0,06 1,07
Divergan® RS 5,02 + 0,04 0,87
Kollidon-CL® 4,47 + 0,03 0,74

Nota: S: desvio padrédo; n = 4.

De acordo com os resultados obtidos verificou-se que os derivados da PVPP
apresentam um pH &acido, com excecdo da PVPP-P6755, que apresentou pH
proximo da neutralidade. Através da comparagdo dos resultados com as
especificagoes estabelecidas pelos fornecedores e também pela USP 29 (2006),
verificou-se que os valores de pH estdo dentro da faixa estabelecida que

compreende os limites 3,0 e 7,0.

Os diferentes derivados da PVPP apresentaram espectros no infravermelho
idéntidos entre si e completamente sobreponiveis aos relatados na literatura
(POUCHERT, 1991; KOLLIDON, 2001). Os espectros apresentaram as seguintes
bandas caracteristicas: vmax(KBr/cm™): ~ 2900: deformacdo axial da ligagdo C-N;
1670: deformacao axial C=0, caracteristica de lactamas de 5 membros; 1450:
deformacao angular de C-H (NAKANISHI e SOLOMON, 1977; SILVERSTEIN et al.,
1998; PAVIA et al., 2001) (ANEXO-figura 1E).

5.6 Avaliacdo das variaveis analiticas de métodos para determinacdo do teor

de taninos totais utilizando agentes complexantes protéicos
5.6.1 Comprimento de onda de leitura e tempo de leitura

A revisdo comparativa dos meétodos gerais de determinagdo do teor de
taninos totais, especificamente daqueles baseados na complexagdo com proteinas e
seguidos de uma reagdo de oxi-reducdo, revelou uma certa diversidade nas
especificagbes analiticas entre algumas das principais Farmacopéias e Cddigos
Oficiais (ANEXO-tabela 1A até 1F). Assim, os comprimentos de onda de leitura
variaram entre 730 e 760 nm, dependendo do material vegetal analisado e do
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reagente de oxi-redu¢cao empregado. De modo similar, os tempos de leitura variaram

de dois para 25 e 30 min.

No caso particular da solugédo extrativa de folhas de Psidium guajava, essa
apresentou absorgdo maxima em 760 nm, quando tratada segundo o método de
Folin-Ciocalteu. Por sua vez, pirogalol também apresentou um maximo de absorgao
muito proximo (765 nm), quando tratado nas mesmas condi¢gdes experimentais. Isso
se deve ao fato dos produtos de reagcdo entre o reagente de Folin-Ciocalteu e
diversas substancias polifendlicas terem comprimentos de onda maximos quase
sempre préximos a 760 nm, sendo essa uma desvantagem do método (SCALBERT,
1992).

As cinéticas de reacdo do reagente de Folin-Ciocalteu com pirogalol e com a
solugdo extrativa mostraram comportamentos semelhantes. Em ambos os casos,
logo apdés uma pequena fase de estabilidade, se observou uma segunda de
aumento acentuado, quase exponencial, que atingiu valores maximos de
absorvancia 30 min apds adicdo do reagente. Este resultado coincide com o
preconizado por alguns Cadigos Oficiais (F. Bras. 1988; DAB, 1998; BP, 2001; Ph.
Eur., 2002). Este fato e o precedente uso de pirogalol como substancia de referéncia
(DAB, 1998; MARTINS, 1998), levou a seleciona-lo com esta finalidade no presente

trabalho.
5.6.2 Quantidade e tipo de reagente de oxi-reducéo

A possibilidade de esgotamento do reagente de oxi-redugédo em analises de
taninos fora anteriormente assinalada por MARTINS (1998), que constatou a perda
da linearidade nas curvas de calibragdo do pirogalol e de uma solugao extrativa de
Maytenus ilicifolia. Este fato foi notério para a solugao extrativa de folhas de Psidium
guajava, quando utilizado 1,0 mL de reagente de Folin-Ciocalteu, sobretudo nas
faixas de maior concentracdo. A adicdo de 2,0 mL restabeleceu contudo a
linearidade, que se mantém quando a quantidade de reagente foi aumentada para
3,0 mL. O mesmo fato foi observado neste trabalho para o pirogalol, nas faixas de
concentracdo referentes as respectivas curvas de calibragdo. Isso fica evidente na

comparagao estatistica das equacgdes de regressdo e dos respectivos limites de
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confianga (LC) calculados para as curvas de calibragdo do pirogalol com 2,0 mL e

1,0 mL de reagente.

Inicialmente realizou-se uma comparacéo entre as trés curvas de calibragcao
obtidas para o pirogalol utilizando 2,0 mL de reagente, a fim de verificar a igualdade
estatisitica entre elas e determinar uma unica curva para fins de calculo. Para tanto,
as trés curvas de calibragcdo foram submetidas a analise de regressao linear (tabela
4) e os parametros foram comparados a fim de verificar diferengas entre as

inclinagdes e elevagdes obtidas nas retas.

Tabela 4. Resultados da anadlise de regressao linear das curvas analiticas do

pirogalol em 760 nm, com 2,0 mL do reagente de Folin-Ciocalteu

Curval Coeficiente Erro padrao L Cinferior L Csuperior Valor-p
Intersecao (a) -0,02027 0,00666 -0,03465 -0,00588 0,00940
Inclinagao (b) 0,21655 0,00251 0,21113 0,22197 2,54 x10™"°

R?0,9982 = ; Fiapeiado =4,67 ; Fealcuiado = 7446,76 ; Equacéo 1:y = 0,21655 x — 0,02027

Curva?2 Coeficiente Erro padrao L Cinferior L Csuperior Valor-p
Intersecao (a) -0,01633 0,00822 -0,03410 0,00144 0,06862
Inclinagao (b) 0,21206 0,00310 0,20536 0,21876 518 x 107

R?=0,9972 ; Fiabelado = 4,67; Fcaculado = 4678,38; Equacéo 2: y = 0,21206x — 0,01633

Curva 3 Coeficiente Erro padrao L Cinferior L Csuperior Valor-p
Intersecao (a) -0,02190 0,01100 -0,04568 0,00188 0,06810
Inclinagao (b) 0,22148 0,00415 0,21251 0,23044 1,28 x 107"°

R? = 0,9954; Fiabelado = 4,67; Feaiculado = 2849,51; Equacéo 3: y = 0,22148x — 0,02190

Através de teste F,. constatou-se que as curvas apresentam inclinacdes
idénticas (Fcaiculado = 2,01; F 0,0512),39 = 3,24), no entanto observou-se diferenga entre
as elevagdes das curvas 2 e 3 (Fcaicuado = 4,95; F 0050241 = 3,22). A diferenga
encontrada ndo é altamente significativa ja que F (1241 = 5,16, no entanto, para
fins de calculo foram levadas em consideragdao as curvas de 2,0 mL idénticas,

originando uma unica equagao (tabela 5).
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Tabela 5. Resultado da analise de regressao linear da curva analitica obtida para o

pirogalol, em 760 nm, a partir da comparagao das curvas.

Parametros Coeficiente Erro padrao LCinterior L Csuperior Valor-p
Intersecao (a) -0,02108 0,00671 -0,03483 -0,00734 0,00395
Inclinagdo (b) 0,21902 0,00253 0,21383 0,2242 1,47 x 10

R? =0,9963 ; Fiapelado = 4,19; Feaiouiado = 7494,88 ; Equagao 1: y = 0,21902x — 0,02108

A equacao representada na tabela 5 foi entdo comparada com a equacéao

obtida quando da utilizagao de 1,0 mL de reagente (tabela 6).

Tabela 6. Resultados da analise de regressao linear da curva analitica do pirogalol

em 760 nm, com 1,0 mL do reagente de Folin-Ciocalteu

Parametros Coeficiente Erro padrao LCinserior L Csuperior Valor-p
Intersecao (a) -0,009911 0,003673 -0,017847 -0,001975 0,018261
Inclinago (b) 0,17915 0,001384 0,176162 0,18214 1,32 x 10

R® =0,9992 ; Fbeiado =4,67 ; Feacuago = 16745,13 ; Equacdo 1: y = 0,17915x — 0,00991

A comparacdo das curvas obtidas com 2,0 e 1,0 mL, tabelas 5 e 6
respectivamente, evidenciou que a quantidade de reagente influencia
significativamente no valor de absorvancia obtido. Testando a igualdade dos
coeficientes (inclinagbes) das curvas obteve-se um valor de teajcuiado = 2,98 maior do
que t 00502, 41 = 2,02 e maior também do que t o012, 41 = 2,70 permitindo afirmar que
a diferengca entre as inclinagbes € altamente significativa. Da mesma forma, a
analise revelou diferenga altamente significativa entre as elevagdes (plano ocupado
em relagéo ao eixo dos Y) das curvas obtidas: valor de t caiculado = 10,76 € t 90502, 45 =
2,01 e too1(2). 45 = 2,69.

A analise dos residuos de regressao, realizada pelo teste de Durbin-Watson
nao detectou auto-correlagdo, ou seja ha independéncia de cada ponto em relagao a
resposta, tanto para as equacgdes obtidas com 1,0 e 2,0 mL de reagente: dwcaiculado =
2,3047 e 2,5975 respectivamente > dWinserior 1,08 € dWsyperior 1,36 (N = 15; o = 0,05).

A adigdo de 2,0 mL de reagente provocou ainda um efeito hipercrémico

(figura 6) e um pequeno deslocamento batocréomico do Amsx obtidos com 1,0 mL
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desse reagente, os quais se mantiveram constantes quando o volume de reagente
foi aumentado para 3,0 mL. Dessa forma, o conjunto de resultados justifica a
escolha do volume de 2,0 mL de reagente de Folin-Ciocalteu. Cabe aqui salientar
que o volume de 1,0 mL é preconizado no Método Geral de determinacéo de taninos
Ph. Eur., 2002) e em monografias especificas de Farmacopéias (DAB, 1998; BP,
2001).
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Figura 6. Espectros de absor¢do na regido do visivel para a solugéo extrativa
de Psidium guajava (A) e solucdo aquosa de pirogalol a 3,2 ug mL™
(B), ap6s adicdo de 2,0 () e 1,0 mL (.....) de reagente de Folin-
Ciocalteu.

Dessa forma, o coeficiente de absor¢do especifica (Ai%,) do pirogalol,

calculado a partir da curva de calibragao utilizando 2,0 mL de reagente, foi de
2098,8.

Com o intuito de comparar dois reagentes bastante utilizados na quantificagéo
de polifendis totais, realizaram-se medidas utilizando também o reagente de Folin-
Denis. Para tanto, foram efetuadas leituras em 2 minutos, tempo preconizado em
DAB (1986) quando se utiliza o reagente de Folin-Denis, e 30 minutos, tempo
preconizado quando da utilizacdo do reagente de Folin-Ciocalteu. Os resultados
mostraram que para o Folin-Denis, apds um breve periodo de estabilidade, até o
segundo minuto, ocorre um aumento da absorvancia. Nesse, a coloragdo azul
translucida passa paulatinamente para uma azul-opaco, acompanhada de turvagao,
revelando que o produto de reacdo formado é instavel, o que compromete a

veracidade da leitura apds o periodo de 2 minutos (tabela 7).
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Tabela 7. Resultados obtidos com a utilizacdo do reagente de Folin-Denis apods 2 e
30 minutos da adicdo de solugcdo de carbonato de sédio (20%), para

polifendis totais (PT) e fracdo ndo-tanante (FNT)

2min. = S CV % 30min. £ S CV %
PT (UA) 0,4552 10,0071 1,68 0,5450 + 0,029 5,38
FNT (UA) 0,2936 * 0,0010 0,36 0,3738 * 0,0044 1,18

Nos métodos de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu existem dois fatores que
limitam a proporcionalidade da reag&o. A reacgédo entre fendis e reagentes néo é
absolutamente completa. Por esse motivo, costuma-se utilizar um excesso de
reagente o que implica na segunda limitagdo, uma certa absorvancia na regiao
espectral do azul acompanhada de turbidez. A origem dos precipitados é atribuida a
formagéao de sais insoluveis de sodio, sobretudo no caso do reagente de Folin-Denis.
Devido a isso, a inclusdo de sais de litio no reagente de Folin-Ciocalteu tem a
finalidade de deslocar o sdédio, minimizando assim essa turbidez (FOLIN;
CIOCALTEU, 1927; SCALBERT, 1992). Se aceita geralmente que o reagente de
Folin-Ciocalteu possui uma maior sensibilidade, quando comparado ao reagente de
Folin-Denis (SCALBERT, 1992).

5.6.3 Selecéao do tipo e da quantidade de caseina a ser utilizada

Para a determinacgao do tipo e da quantidade de agente complexante o tempo
de complexacéo foi determinado em 60 minutos, tempo preconizado por Cdédigos
Oficiais como sendo ideal (F. Bras. 1988; DAB, 1998; BP, 2001; Ph. Eur., 2002).

Os resultados de testes preliminares com diferentes tipos de caseina
demonstraram a existéncia de diferencas significativas na capacidade de
complexacdo dessas. De modo geral, pode-se afirmar que a variabilidade
experimental estd associada ao tipo e quantidade de caseina utilizada,
principalmente para a caseina purificada. Para essa caseina, a falta de precisao
intermediaria foi observada em quantidades proximas a 100,0 mg, inviabilizando a

utilizacdo dessa, no prosseguimento do trabalho (figura 7; ANEXO-tabela 2A).
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Figura 7. Valores de absorvancia da fragao residual da solugao extrativa de Psidium

guajava em funcio da quantidade de caseina purificada.

Em termos de precisédo intermediaria, os melhores resultados foram obtidos
para uma quantidade de, no maximo, 600,0 mg de caseina grau técnico (GT). Para
quantidades acima desse valor, foram observados desvios grandes e um
decaimento linear da absorvancia (figura 8; ANEXO-tabela 3A).

Absorvancia (UA)

100 200 300 400 500 600 700 800

Concentragdo caseina (mg)

Figura 8. Valores de absorvancia da fracdo residual da solugdo extrativa de

Psidium guajava em funcdo da quantidade de caseina GT.

No que concerne a maior capacidade de complexacdo e aos resultados
erraticos decorrentes da dispersdo da caseina purificada, alguns trabalhos
anteriores permitem explicar tanto um quanto o outro. A defosforilacdo da caseina,
implicita no processo de purificagdo dessa, afeta negativamente a coesao estrutural
e a capacidade de formagéo de estruturas micelares, originalmente observadas na
caseina bruta. Como consequéncia disso, tanto a superficie reacional quanto a
capacidade de complexar taninos aumentam, porém, a custa de um aumento da
hidrofobia da superficie (LUCK et al., 1994; JOBSTL et al., 2004). Em caseinas
brutas, as propriedades de superficie sao influenciadas pelas x e as-caseinas

presentes na superficie das micelas (LUCK et al.,, 1994; WALSTRA, 1999). Esta
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caracteristica se perde na caseina purificada e, conseqlientemente, ocorre um
aumento na hidrofobia superficial que compromete a obtencdo de dispersdes
homogeneamente ativas. Face a essas constatagdes, foi dada a preferéncia ao uso

da caseina GT para a realizagcao dos ensaios posteriores descritos neste trabalho.

Tomando como ponto de partida uma quantidade de 400,0 mg de caseina GT
(SOARES, 2002), uma tomada de amostra de 0,5 g de material vegetal, 2,0 mL do
reagente de Folin-Ciocalteu e leitura em 760 nm, 30 min apds adi¢do do reagente, o
teor de taninos calculado corresponde a 3,620 g por 100 g de droga vegetal seca

(CV =4,4 %), expressos como pirogalol.

Os experimentos a seguir tiveram como objetivo a validagao desse resultado.
Os resultados para os testes de repetibilidade e precisdo intermediaria estdo
contidos na tabela 8 e encontram-se dentro do limite de 5%, preconizado para

matrizes complexas, como drogas vegetais (HEFENDEHL, 1985).

Tabela 8. Resultados obtidos para os parametros de validagdo do meétodo de

determinacao do teor de taninos totais de Psidium guajava

REPRODUTIBILIDADE

PT (UA) FNT (UA) TT (g %)
Primeiro dia 0,583 0,351 3,481
Segundo dia 0,574 0,334 3,585
Terceiro dia 0,580 0,326 3,793
Média 0,579 0,337 3,620
Desvio padrao 0,005 0,012 0,15901
CV (%) 0,82 3,71 4,39
REPETIBILIDADE
Média 0,617 0,359 3,84
Desvio padrao 0,004 0,005 0,096
CV (%) 0,65 1,40 2,51

Nota: PT: Polifendis totais; FNT: Fragdo ndo-tanante; TT: Taninos totais; CV %: coeficiente de variagédo
percentual (n=9).

A linearidade na faixa de concentragcao estudada e a proporcionalidade entre
os resultados para polifendis totais e a fragao nao-tanante foram avaliadas mediante
analise de duas curvas de calibracdo, uma para polifendis totais e a outra para a
fracdo ndo-tanante. Os resultados obtidos através de analise de regressao linear séo

mostrados na tabela 9.
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Tabela 9. Resultados da analise de regressao linear das curvas analiticas obtidas
para polifendis totais (PT) e fragdo nao-tanante (FNT) com o reagente de

Folin-Ciocalteu

Polifendis totais (PT)

Parametros Coeficiente Erro padrao LCinterior L Csuperior Valor-p
Intersegéo (a) 0,02072 0,00972 0,00658 0,04781 0,01291
Inclinacao (b) 0,01552 0,00026 0,01496 0,01607 3,96 X 107

R® = 0,9954; Frapeiato = 4,49; Foaiouado = 3460,78; Equagdo 1: y = 0,01552x + 0,02072

Fracdo nao-tanante (FNT)

Parametros Coeficiente Erro padrao LCinferior L Csuperior Valor-p
Intersegéo (a) -0,14030 0,01339 -0,16869 -0,11191 1,43 x 10°®
Inclinacao (b) 0,01294 0,00036 0,01217 0,01371 1,14 x 107

R? = 0,9875; Fiabetado = 449; Feaicuiado = 1268,70; Equacao 2: y = 0,01294x — 0,14030

A curva de calibracdo obtida para PT apresentou pequeno desvio de
linearidade (R? = 0,9954) enquanto para FNT, obteve-se um desvio maior: R? =
0,9875. Avaliou-se ainda a correlagao existente entre as absorvancias obtidas na
curva dos polifendis totais em relacdo as da fracdo nao-tanante. Obteve-se um r =
0,9862, indicando correlagéo entre os valores de absorvancia dos PT e FNT. Valores
satisfatorios de correlacdo entre PT e FNT, e o desvio da linearidade foram
observados também por MARTINS (1998) para Maytenus ilicifolia. Nesse caso, o
esgotamento prematuro do reagente de Folin-Ciocalteu para as concentragbes mais
elevadas da solugédo extrativa pode estar relacionado com o comprometimento da

linearidade.

Cabe aqui destacar que o teor de taninos, calculado utilizando 400,0 mg de
caseina, diferiu sensivelmente do teor de 7,641 g/100 g (CV % 1,18), calculado
quando a mesma amostra foi analisada conforme a metodologia da Farmacopéia
Européia (Ph. Eur., 2002), que preconiza o uso de 100,0 mg de po-de-pele. Mais
ainda, foi possivel demonstrar que a utilizagdo de 100,0 mg de pé-de-pele levou a
um esgotamento quase total dos polifendis do meio reacional, resultando em uma
fragcdo ndo-tanante préoxima de zero (0,094 + 0,003 U.A.). Isso sugere fortemente
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que existe uma falta de especificidade no método oficial, pelo menos no caso

especifico de Psidium guajava.

Uma vez que o método baseado na complexacdo com caseina parte de
principios quimicos e fisico-quimicos semelhantes aos encontrados na complexacao
com po-de-pele, nesta segunda parte do trabalho se deu énfase ao estudo da

especificidade de ambos os métodos.
5.6.4 Estudos da especificidade da caseina e do pd-de-pele ao reagir com taninos

A analise por UV da fragdo ndo-tanante mostrou que o grau de retirada dos
polifendis do meio com 100,0 mg de po-de-pele foi comparavel aquele obtido com

800,0 mg de caseina GT ou 500,0 mg caseina purificada (figuras 7 e 8).

Para a caseina GT, observou-se também uma zona de relativa estabilizacéo
da absorvéancia na faixa de 400,0 a 600,0 mg de caseina (figura 8). Acima desses
valores, a absorvancia comeg¢a a diminuir e a variabilidade experimental a aumentar.
Inicialmente, esse comportamento foi interpretado como sendo o resultado de
reacOes diferentes, sendo a primeira etapa de abaixamento da absorvancia atribuida
a uma reagao (complexacao) preferencial dos taninos, frente a presenga de outros
polifendis. Seguindo esse mesmo pressuposto, 0 abaixamento posterior da
absorvancia, observado com quantidades maiores de caseina GT (700,0 e 800,0
mg) seria resultado da complexagcdo de outros polifendis presentes na solugao

extrativa.

Para comprovacao dessa hipotese adicionou-se rutina a solugao extrativa e
procederam-se analises com 400,0 e 600,0 mg de caseina. Cabe aqui acrescentar
que a rutina foi selecionada como flavondéide modelo por ser de ampla distribuigao
no reino vegetal. Por si s6, a adigdo de rutina resultou num aumento de 0,139 U.A.
na absorvancia. Esse aumento foi reduzido para 0,100 U.A., quando utilizados 400,0
mg de caseina GT. Com 600,0 mg de caseina esse aumento na absorvancia
desapareceu completamente, permitindo inferir que, com a utilizagdo de 600,0 mg
de caseina GT, ja teria ocorrido uma retirada do meio reacional da rutina (ANEXO-
tabela 4A).
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Uma segunda forma de verificar a complexacado concomitante dos flavonodides
por parte da caseina foi utilizar a técnica de CLAE-PDA. Como ponto referencial
foram obtidos os cromatogramas do acido galico, pirogalol, catequina e rutina e os

respectivos espectros no ultravioleta por PDA (figuras 9 e 10).

300000
250000

200000

s
= 150000

mABS

100000

50000 -
]| !\
0

0 10 20 30 40 50 60 70
Tempo (min.)

Figura 9. Cromatogramas obtidos para (1) acido galico, (2) pirogalol, (3)

catequina e (4) rutina. Deteccédo em 280 nm.
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Figura 10. Espectros no UV do (1) acido galico, (2) pirogalol, (3) catequina e (4)

rutina, obtidos a partir do cromatograma da figura 9.

A presenca dessas substancias no cromatograma por CLAE da solugéo
extrativa foi analisada e os espectros no UV, relativos a picos de igual tempo de

retencdo, sdo mostrados nas figuras 11 e 12.
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Figura 11. Cromatograma obtido para a solugédo extrativa de Psidium guajava.

Detecgdo em 280 nm. 1 - acido galico; 3 — catequina.
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Figura 12. Espectros no UV obtidos do cromatograma da figura 11: 1 - acido

galico; 3 - catequina. Detecgao em 280 nm.

A comparacgao dos cromatogramas e espectros no UV, contidos nas figuras 9
a12, permite concluir que o acido galico e catequina estdo presentes na solugéo
extrativa de Psidium guajava. A presenga de pirogalol (substéncia 2 — figura 9) e

rutina (substancia 4 — figura 9) ndo pbéde ser confirmada de forma univoca.

A presenca de acido galico e catequina em Psidium guajava é relatada na
literatura (WHO, 1998; KONDO et al., 2005), além de epicatequina (KONDO et al.,
2005), acido elagico (WHO, 1998; LANS et al., 2000) e outros taninos (WHO, 1998;
GONCALVES et al., 2005; OH et al., 2005).
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Alterando o comprimento de onda de deteccao para 352 nm foi possivel uma
melhor detecc¢do da fragdo flavonoidica presente na solugdo extrativa (Figuras 13 e
14).
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Figura 13. Cromatograma obtido para a solugédo extrativa de Psidium guajava.

Deteccdo em 352 nm.

Figura 14. Espectros no UV obtidos para os picos 1,2,3,4,5 e 6 da figura 13.

A julgar pelos tempos de retengao e pelas duas bandas de absorgdo maximas
em torno de 257 e 357 nm, com um submaximo préximo de 300 nm nos picos 1 a 5
(figuras 13 e 14), os espectros de UV identificam estruturas com dois cromoéforos
aromaticos conjugados tipicos de flavondis e sobreponiveis aos observados para
derivados da quercetina, como a rutina (figura 10 sub-item 4). Diferentemente, o pico
6 apresenta maximos e submaximos de absorcao diferentes (262,5, 357,7 nm e
aprox. 295 nm), contudo, mantendo um perfil de absor¢céo préprio de flavondide
(HARBORNE et al., 1975).
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A presenca de flavondides como a quercetina e seus derivados glicosilados
como 3-L-4-arabinofuranosideo (avicularina) e 3-L-4-piranosideo tém sido
amplamente relatada na literatura para Psidium guajava (JAIARJ et al., 1999; LANS
et al., 2000; LOZOYA et al., 2002; GONCALVES et al., 2005; KONDO et al., 2005;
LAPCIK et al., 2005; OH et al., 2005). Alguns autores mencionam a predominancia
do derivado da quercetina 3-O-beta glicosideo (LOZOYA et al., 2002). No entanto,
existem relatos da predominéncia de miricetina e apigenina em Psidium guajava
(MANOSROI et al., 2005)". Também é mencionada a presenca de &cido clorogénico
(KONDO et al., 2005).

Isoflavonas também tém sido detectadas em Psidium guajava por CLAE e
espectrometria de massa, tais como daidzeina, glicitina, genisteina, prunetina e
formononetina (LAPCIK et al., 2005).

A andlise dos cromatogramas obtidos por CLAE-PDA mostra claramente que
ha alteragdes na composi¢cao da solugao extrativa, quando da utilizacdo de 400,0 mg
de caseina, independente se a deteccgéo € feita em 280 ou 352 nm (Figura 15, A e
B). Contudo, cabe aqui observar que, por uma necessidade analitica, as
concentracdes das amostras analisadas por CLAE foram quatro vezes maiores do

que as analisadas por UV.
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Figura 15. Cromatogramas da solucao extrativa, obtidos apds tratamento com 400,0

mg de caseina. A: detecgdo em 280 nm; B: deteccdo em 352 nm.

1 MANOSROI, J.; DHUMTANOM, P.; MANOSROI, A. Anti-proliferative activity of essential oil
extracted from Thai medicinal plants on KB and P388 cell lines. Cancer Letters, in press, 2005.
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Para restabelecer a mesma proporgao droga vegetal: caseina utilizada no
método espectrofotométrico, a quantidade de caseina foi aumentada em quatro
vezes, para 1600,0 mg (Figura 16, A e B).
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Figura 16. Cromatogramas da solugao extrativa, obtidos apds tratamento com
1600 mg de caseina. A: detecgdo em 280 nm; B: deteccdo em 352

nm.

Face a essa consideragao, apds a adicdo de 1600,0 mg de caseina ficaram
claramente evidentes as alteragbes ocorridas na composi¢cao da solugao extrativa,
quando essa foi analisada em 280 nm, comprimento de onda em que catequina e
acido galico sao detectaveis. Mais ainda, a composicdo da solugdo extrativa
mostrou-se nitidamente alterada em 352 nm, um comprimento de onda no qual

rutina e flavondides afins absorvem, mas nao acido galico e catequina.

Para fins de comparacéao, foi realizada uma analise semelhante com 100,0
mg de po-de-pele, nas mesmas condi¢cdes experimentais que a caseina (Figura 17 A
e B).
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Figura 17. Cromatogramas da solugdo extrativa, obtidos apds tratamento com
100,0 mg de po-de-pele. A: detecgdo em 280 nm; B: detecgdo em 352 nm.

Pode-se verificar que as analises por CLAE-PDA confirmam os resultados
obtidos por ultravioleta para a solugao extrativa de Psidium guajava, ou seja, tanto o
po-de-pele quanto a caseina sdo capazes de complexar os flavonoéides do meio, fato
que compromete a especificidade de ambos os métodos (Tabela 10; ANEXO-tabela
5A). Contudo, merece especial atencdo o fato da eficiéncia de retirada dos
flavondides ser mais acentuada com caseina do que com 100,0 mg de po6-de-pele, o

que nao condiz plenamente com o observado no método espectrofotométrico.

Aparentemente esses resultados contradizem o observado por LIAO e
colaboradores (2003) que afirmam que as fibras de colageno (po6-de-pele) séo
seletivas para a remocgao de taninos. Os autores realizaram experimentos utilizando
as isoflavonas daidzeina, genisteina e o flavonodide baicaleina e demonstraram que
a afinidade do pé-de-pele por essas substancias € muito menor do que a observada
para o acido tanico. Considerando que a complexacao de polifendis utilizando pé-de-
pele e PVPP é semelhante (MAKKAR et al., 1995; SIEBERT, 1999) a baixa
afinidade da PVPP por isoflavonas foi relatada anteriormente por DONNER e
colaboradores (1993), que demonstraram que a afinidade esta relacionada com a

estrutura dos flavonodides.

Os resultados por CLAE-PDA permitem também estabelecer diferencas
quanto a afinidade para complexacdo. Especificamente, o acido galico nao foi
complexado na mesma intensidade pela caseina e pelo po-de-pele, se comparado
com as outras substancias de referéncia estudadas neste trabalho. A analise dos

dados indicou que tanto caseina, quanto p6-de-pele, tém uma afinidade maior por
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catequina e flavondides do que por acido galico (Figuras 11-17). Isso, de certa
forma, levanta questionamentos sobre o uso do acido galico como substancia de

referéncia na quantificagao de taninos.

Tabela 10. Percentual de acido galico, catequina e flavondides de Psidium guajava
complexados com diferentes quantidades de caseina e po-de-pele.

Deteccao em 280 nm (acido galico e catequina) e 352 nm (flavondides).

Deteccéo 280 nm 352 nm
AG CAT Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico 5 Pico 6
Amostras CV % CV% CV% CV% CV% CV% CV% CV%
16,08 32,75 31,13 58,62 57,73 51,79 55,02 67,06
SE + 100 mg de
. 6,29 7,49 0,86 1,26 0,34 0,90 0,32 0,46
caseina
30,66 63,16 54,87 85,66 84,65 79,54 88,69 95,80
SE + 400 mg de
. 0,47 1,69 1,56 3,86 0,55 1,34 0,38 5,10
caseina
34,55 82,47 94,84 93,05 93,17 91,41 96,06 90,45
SE + 800 mg de
. 2,07 9,16 5,36 6,23 2,63 2,16 3,18 2,64
caseina
48,38 75,66 92,62 96,92 96,31 95,61 98,56 100
SE + 1600 mg de
. 3,84 2,63 4,30 4,48 3,70 4,67 6,26
caseina
i 50,60 61,11 72,41 58,97 55,16 50,64 81,01 79,67
SE + 50 mg de po-
de-pele 2,09 1,04 1,74 1,16 0,61 2,71 0,95 1,70
60,41 60,01 81,64 63,96 60,98 55,66 89,25 89,37
SE + 100 mg de
p6-de-pele 3,26 5,05 1,40 1,85 0,42 2,50 0,81 5,64

Nota: AG: 4cido gélico; CAT: catequina; SE: solugéo extrativa; CV %: coeficiente de variagéo percentual (n = 3).

O tema certamente merece ainda estudos complementares, uma vez que os
resultados relatados por SOARES (2002) contradizem em parte aqueles observados
para a rutina e outros flavondides presentes na solugdo extrativa de folhas de
Psidium guajava. Segundo esse autor, a presenga expressiva de caseina parece
nao afetar algum tipo de flavondide, o que obriga certamente a restringir qualquer
conclusao de carater geral sobre a capacidade irrestrita da caseina e do po-de-pele

de complexarem, de forma inespecifica, qualquer flavondide na presenca de taninos.
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5.7 Caracterizagcdo fisico-quimica dos complexos PVPP-substancia de

referéncia
5.7.1 Avaliacéo do perfil de complexacgéo das diferentes PVPP

Os derivados de PVPP, avaliados como agentes complexantes nesse
trabalho, sdo amplamente utilizados pela industria. O Kollidon® CL é utilizado para
favorecer o processo de dissolucdo de farmacos, influenciando assim a
biodisponibilidade destes (KOLLIDON, 2001). Derivados como Divergan® F e
Divergan® RS encontram aplicagdo na industria de bebidas, para a retirada de
polifendis no processo de clarificagao (BASF, 2001). A PVPP-P6755 (Sigma) por sua
vez é preconizada pela FAO (2000) como agente complexante para a remocgao de
taninos de extratos vegetais. Com o intuito de identificar o polimero com as melhores
caracteristicas de complexacédo frente ao extrato de Psidium guajava e frente a
substancias de referéncia amplamente utilizadas na quantificacdo de taninos, foram

realizadas as analises subsequentes.

A capacidade de formacdo de complexos das diferentes PVPP foi avaliada
mediante o tratamento das substancias acido galico, acido ténico, pirogalol e
catequina com os polimeros: Divergan® F; Divergan® RS; Kollidon® CL; PVPP-P
6755 — Sigma. Os resultados obtidos estdo representados na figura 18 e ANEXO-
tabela 6A.

76



Resultados e Discusséo

120 A 120 B
3 X
S < 100
o 100 o
Z 80 2 8
8 w0 3 60
S &
o 40 S 40
3 20 2
3 ke 20
< o0+ \ 04 : ‘ ' ‘
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Concentragdo de PVPP (mg/mL) Concentragdo PVPP (mg/mL)
120 120
& 100 & 100
[
$ &0 5
s 60 5 9
S S 40
=} 40 (=2}
o o
8 = 20
< 20 a
O
0 ‘ - —3 ‘ 0 ‘ ‘ ‘ ‘
o 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Concentragdo PVPP (mg/mL) Concentragdo PVPP (mg/mL)
120
2 100 4
3 80
= E
w 604
(2]
0
2 404
2
& 20
0 ; ; ; .
0 5 10 15 20

Concentracdo PVPP (mg/mL)

Figura 18. Complexacao de acido galico (A), acido tanico (B), catequina (C),
pirogalol (D) e solugéo extrativa (E) com as diferentes PVPP. PVPP-
P6755 Sigma (m); Kollidon® CL (A); Divergan® F(4); DiverganeRS
(®@).

A julgar pelas curvas de complexacao, fica evidente a maior afinidade do
acido tanico e da catequina pelas PVPP testadas. Essas substancias se
complexaram com os diferentes PVPP com maior intensidade, quando comparados

ao acido galico e pirogalol (figura 18).

Este fato parece estar relacionado com algumas peculiaridades nas estruturas
quimicas das substancias de referéncia. A complexagao de polifendis, em geral, com
derivados da PVPP, por exemplo, estaria relacionada com o aumento no niumero de
grupamentos hidroxila, uma vez que isso favorece a formacado mais intensa de
associagao por ligagdes de hidrogénio (DONNER et al., 1993). Isso explica a maior

afinidade dos polimeros pelo acido tanico, uma estrutura polimérica constituida por
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unidades de acido galico, com numerosos grupamentos hidroxila disponiveis para a
formagéo de ligagbes de hidrogénio (FROMMING et al., 1981; HORN; DITTER,
1982). Por sua vez, acido galico apresentou uma menor afinidade por derivados da
PVPP quando comparado ao acido tanico. Porém apresentou afinidade maior, se
comparada a do pirogalol. O elemento diferencial neste caso parece ser a presenca
do grupamento carboxilico. HORN e DITTER (1982), ao estudar as interagbes entre
PVPP e varios farmacos, verificaram que os grupos carboxila foram mais efetivos do
que os hidroxila na complexacdo com PVPP. A catequina apresenta maior numero
de grupamentos hidroxila (nas posigdes, 3,5,7,3’ € 4’) quando comparada ao acido
galico e pirogalol (cada molécula apresenta trés grupamentos hidroxila)
proporcionando maior capacidade de complexag¢ao. No entanto, a maior capacidade
de complexagdo da catequina com PVPP, em relagdo ao acido galico e pirogalol,
nao pode ser atribuida somente ao maior numero de grupamentos hidroxila,
certamente a massa molecular da catequina, bem como sua conformacéao estrutural

proporcionam uma maior afinidade por PVPP.

SIEBERT e colaboradores (1996a) investigando a afinidade da gelatina por
acido tanico e catequina evidenciaram uma maior formagao de precipitados com o
acido tanico e atribuiram o fato a diferencas como o tamanho do polifenol e a
densidade dos grupamentos hidroxila do acido tanico, quando comparado com a

catequina.

FICKEL e colaboradores (1999) estudando a complexagdo de acido tanico,
acido galico e catequina a tripsina (proteina rica em prolina) observaram que
somente o acido tanico foi capaz de precipitar a proteina, reforgando a importancia

das diferengas estruturais dos polifendis para a complexagao e precipitacao.

Analisando o comportamento dos diferentes derivados de PVPP, verificou-se
uma semelhanga de comportamento dos mesmos frente ao acido tanico, catequina e
pirogalol. Em contrapartida, o acido galico, apresentou uma menor afinidade por
PVPP-P6755 (Sigma), quando comparada as demais PVPP. Por outro lado, ao
analisar o comportamento da solugdo extrativa de Psidium guajava frente ao
tratamento com as diferentes PVPP, evidenciou-se uma retirada maior de fendis por
parte da PVPP-P6755 (Sigma). Esse fato e o precedente uso desse polimero pela

FAO (2000), levaram a seleciona-lo como agente complexante para as analises
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subsequentes. Sempre que referindo-se a esse polimero em especial sera utilizada
a demominagao PVPP-P6755.

5.7.2 Avaliacdo da complexagcdo entre substancias de referéncia e PVPP-P6755

através de calorimetria exploratoria diferencial (DSC)

As complexagdes do acido galico, acido tanico, pirogalol e catequina com a
PVPP-P6755 selecionada também foram investigadas na forma de misturas fisicas
em propor¢oes 1:1, 1:5 e 1:10, respectivamente. A proporgcdo 1:1 & geralmente
utilizada, a fim de maximizar as interagdes (WELLS, 1988; ANDO; RADEBAUGH,
2000), ja a proporcdo 1:5 correspondeu aquela utilizada nos ensaios de
complexacdo com as substancias de referéncia. A partir dos resultados obtidos
optou-se também pela realizagdo de analises em propor¢cado 1:10 (substancia de
referéncia: PVPP-P6755). Nao foram realizados outros ensaios com proporgdes
além do limite 1:10, dado o total desaparecimento dos picos caracteristicos das

substancias de referéncia.

Para possibilitar um melhor entendimento dos dados obtidos por DSC, cabe a
explicagdo de que a temperatura de onset (Tonset) COrresponde a temperatura na qual
a transicdo comeca a acontecer, quando ocorre a primeira variacao da linha de
base. A temperatura maxima (Tmax) € @ que corresponde a temperatura medida no
apice do evento endotérmico ou exotérmico e o valor de AH corresponde a entalpia
envolvida no evento térmico, sendo proporcional a area do pico obtido (COSTA,
2005).

Para a analise dos termogramas, inicialmente foram considerados os
comportamentos isolados. Para o acido galico, foram observados dois picos
endotérmicos: em 68,13 e 263,99 °C. O primeiro esta relacionado com a perda da
agua de cristalizacao; o segundo com a fusao do acido galico, cuja temperatura de
onset (tabela 11) coincide com o valor citado na literatura (BUDAVARI, 1996), antes
ja comentando no item 5.4.3. Em relagdo a PVPP-P6755, observam-se dois
fendbmenos, a perda da agua de adsor¢cdao e o fendmeno de transicdo vitrea,
caracteristico de algumas substancias poliméricas (tabela 11). Os resultados estéao

de acordo com os valores relatados na literatura para a PVPP, que admitem como
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faixa de transicao vitrea temperaturas entre 90 e 185 °C, variando de acordo com a
massa molecular (KOLLIDON, 2001).

Analisando-se os termogramas realizados para as misturas de acido galico e
PVPP-P6755 (figura 19), notam-se alteracbes importantes em relagdo aos
termogramas das substancias isoladas, indicando algum tipo de interagcdo ou
complexacado. Na mistura 1:1 de ambas substancias, verifica-se uma leve inflexao,
originada pela agua de adsorgao do polimero, e um pico endotérmico caracteristico
da agua de cristalizagdo do acido galico, indicando que esta € mantida. Observa-se
ainda que o pico endotérmico da fusdo do acido galico, encontra-se deslocado e n&o
apresenta mais o formato caracteristico (figura 19). Os termogramas das misturas
1:5 e 1:10 de acido galico e PVPP-P6755 foram semelhantes e observou-se o
completo desaparecimento da endoterma de fusdo do acido galico. No entanto, os
fendmenos referentes a agua de cristalizagdo (do acido galico) e agua de adsorgéo
(da PVPP-P6755) ainda se fizeram presentes. Os parametros térmicos estao

listados na tabela 5.

DSC
mwW

0.00-
AG

PVPP
-10.00-
AG:PVPP 1:1

AG:PVPP 1:5

W AGIPVPP 1:10

-20.00-

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

Figura 19. Termogramas obtidos por DSC para o acido galico (AG) e PVPP-
P6755, assim como para suas misturas nas propor¢des ponderais 1:1,
1:5e 1:10.
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Tabela 11. Comparagdo entre os parametros térmicos observados para o acido

galico (AG) e a PVPP-P6755 e da mistura na propor¢ao ponderal 1:1, 1:5,

1:10.
Eventos
Amostra
Endotérmico Endotérmico Endotérmico Transigao vitrea

massa;
( mg) T onset T max. AH T onset T max. AH T onset T max. AH T onset T med. Trans.

[e] o '1 [e] o '1 o o '1 o o 1

(°C)  (°C) (g) (€ (€ {Ug) () (€ (g) (€ (C) (g)
AG (1,3) 68,13 87,68 310,95 263,99 266,06 557,96
PVPP (1,3) 22,31..53,61..215,12 198,79 206,56 0,08
1:1(1,6) 80,19 90,54 57,88 230,56 244,91 111,99 28,50 58,83 41,98
1:5(1,7) 26,04 74,94 382,99 197,70 202,67 0,06
1:10 (1,1) 29,17 69,15 374,54 196,78 204,36 0,09

O termograma obtido para o pirogalol apresentou dois eventos endotérmicos,
0 primeiro com um baixo valor de AH, em 75,20 °C, e o segundo referente a fusédo
do pirogalol, que ocorre em 131,82 °C. Para verificagdo do fendbmeno representado
pelo primeiro pico endotérmico foram realizados dois aquecimentos. Primeiramente,
realizou-se aquecimento até temperatura de 90 °C, resfriou-se para atingir
temperatura ambiente e novamente procedeu-se aquecimento até temperatura de
200 °C. Observou-se que o pico referente ao primeiro efeito endotérmico nao se fez
presente no segundo aquecimento, indicando que pode estar relacionado a
presenca de algum tipo de impureza, que se volatiliza ou decompde durante o
primeiro aquecimento. No segundo efeito endotérmico relativo a fusado do pirogalol, a
temperatura de onset encontra-se de acordo com o relatado na literatura
(BUDAVARI, 1996). A comparacado das curvas de aquecimento do pirogalol e da
PVPP-P6755 em diferentes proporgdes, esta demonstrada na figura 20 e seus

parametros térmicos contidos na tabela 12.
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Figura 20. Termogramas obtidos por DSC para o pirogalol (Piro) e PVPP-P6755

(PVPP), assim como para suas misturas nas proporgdes ponderais

1:1,1:5e 1:10.

Tabela 12. Comparagéo entre os parametros térmicos observados para o pirogalol

(Piro) e PVPP-P6755 (PVPP) e suas misturas nas proporgdes ponderais

1:1, 1:5, 1:10
Eventos
Amostra
Endotérmico Endotérmico Endotérmico Transigao vitrea
massa;
( mg) T onset T max. AH T onset T max. AH T onset T max. AH T onset T med. Trans.
- - -1
(°C) (C) (g') (C) (C) (g") (C) (C) (@g") (C) (C) (g
Piro (1,3) 75,20 77,26 7,98 132,28 133,72 273,78
PVPP (1,3) 22,31 53,61 215,12 198,79 206,56 0,08
1:1(1,2) 74,37 76,06 5,55 131,82 132,86 9,64 206,81 236,29 0,13
1:5(1,5) 27,64 75,77 225,66* 131,80 132,91 9,73 190,67 212,26 0,11

1:10 (1,4)

63,74 75,98 256,86*

- 195,44 196,34 0,06

Nota: * representam o primeiro fendbmeno endotérmico do pirogalol e a perda de agua da PVPP-P6755.
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A analise dos termogramas evidencia uma diminui¢gdo do pico de fusdo do
pirogalol e uma leve reducao na temperatura de onset na mistura 1:1, o que sugere
a ocorréncia de interacdo ou complexacao entre esse e a PVPP-P6755. Também foi
observada uma leve inflexao associada a perda de agua de adsorg¢ao do polimero. O
termograma para a mistura de pirogalol e PVPP-P6755 na proporgdao 1:5 foi
bastante semelhante ao observado para a propor¢ao 1:1 desses. Porém, deve-se
levar em consideracdo a diminuigdo do sinal endotérmico relativo a agua de
cristalizacdo do pirogalol que é observada na analise da mistura com proporgéo 1:5,

podendo indicar uma maior interagdo nessa proporgao.

A julgar pelos termogramas obtidos para as proporgdes de pirogalol:PVPP 1:1
e 1:5, poder-se-ia, equivocadamente, considerar uma maior interacido na proporgao
1:1 devido a maior reducédo na intensidade do pico. No entanto, deve-se levar em
consideragao a massa de amostra utilizada nas analises. Na mistura com proporgao
1:5 utilizou-se 1,5 mg, massa maior, quando comparada a utilizada na proporg¢ao 1:1
(1,3 mg). Os valores semelhantes de AH (em J g™') obtidos para a fusdo do pirogalol
nas proporgdes citadas confirmam o fato de a interagdo entre pirogalol e PVPP-
P6755 ser semelhante nas proporgdes 1:1 e 1:5 (tabela 12). Analisando a mistura de
pirogalol: PVPP-P6755 na proporgao 1:10 verifica-se o total desaparecimento do
pico relativo a fusdo do pirogalol e o quase desaparecimento do pico relativo a agua

de cristalizagao.

Comparando os resultados obtidos para as misturas em diferentes
proporgdes de acido galico e pirogalol com PVPP-P6755 verifica-se a existéncia de
uma interacdo mais forte entre acido galico e PVPP-P6755 quando comparada a
que se observa para o pirogalol e o polimero. Isso fica evidente quando se
comparam as curvas obtidas para as misturas nas proporcoes 1:1 e 1:5. Na mistura
de proporcao 1:1 (acido galico: PVPP-P6755), o pico de fusdo caracteristico do
acido galico ja sofreu modificagdes de forma e alteragdo na temperatura de onset.
Quando se analisa o pirogalol, verifica-se a presenga do pico de fusao dessa
substancia mesmo para mistura em propor¢cdo 1:5, indicando interagdo menos
acentuada. Esses resultados assemelham-se aos obtidos por ultravioleta (figura 18)
quando se realizaram as complexacdes de pirogalol e acido galico com PVPP-

P6755 em meio liquido.
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Para a catequina foram observados trés efeitos endotérmicos (figura 21). O
primeiro associado a perda de agua de cristalizagéo, fato esse comprovado pela
realizacdo de dois aquecimentos subsequentes. No mesmo termograma,
imediatamente antes do segundo efeito endotérmico, observou-se uma alteragcéo na
linha de base, que pode estar relacionada a uma transigcdo solido-solido da
catequina. O terceiro pico endotérmico, esta relacionado com a fusdo da catequina,
onde a temperatura de onset corresponde a faixa de 175 a 177 °C relatada na
literatura (BUDAVARI, 1996). Os termogramas por DSC para as misturas de
catequina e PVPP-P6755, assim como os obtidos para as substancias isoladas,

encontram-se na figura 21. Os parametros térmicos encontram-se na tabela 13.

DSC
mW

5,00 M:n

CAT:PVPP (1:5)

\m@

100.00 200.00 300.00
Temp [C]

-10.00-

Figura 21. Termogramas obtidos por DSC para a catequina (CAT) e PVPP-
P6755 (PVPP) assim como para suas misturas nas proporgdes

ponderais 1:1, 1:5 e 1:10.

Analisando-se os termogramas obtidos para as misturas em diferentes
proporcoes, verificou-se que os eventos caracteristicos da catequina e da PVPP-
P6755 foram mantidos ainda na proporcado 1:1, indicando a existéncia de interacéo,
ainda que em pequena intensidade. Assim, pode-se constatar que o processo
endotérmico referente a perda da agua de cristalizagdo, por exemplo, foi deslocado

para temperaturas um pouco mais elevadas. Para as proporcdes 1:5 e 1:10 os sinais
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referentes a todos os eventos endotérmicos ainda permanecem reconheciveis, no

entanto, em intensidades menores quando comparados a mistura em proporgéo 1:1.

De modo abrangente, ao comparar os resultados obtidos para a catequina,
pirogalol e acido galico, a interagdo da PVPP-P6755 com acido galico foi a maior de
todas, o que ndao condiz com o observado na analise por ultravioleta, onde a
catequina apresentou uma maior complexagdo com PVPP-P6755, em detrimento do
pirogalol e acido galico. Isso reforca a negagcdo de uma equivaléncia nos
comportamentos entre misturas liquidas e sélidas de substancias, prevalecendo a
cautela na transposicdo de resultados obtidos por métodos calorimétricos em meio

sélido e métodos espectrofotométricos em meio liquido.

Tabela 13. Comparacao entre os parametros térmicos observados para a catequina
(CAT) e PVPP-P6755 (PVPP) e suas misturas nas proporgdes ponderais
1:1, 1:5, 1:10.

Eventos

Amostra
Endotérmico Endotérmico Endotérmico Endotérmico Transigéo vitrea

massa;
( mg) Tonset Tmax. AH Tonset Tmax. AH Tonset Tmax AH Tonset Tmax AH Tonset T med. Trans.

(°C) . (°C) Wg") (C) (C) (g") (C) (C) (<g') (C) (C) Wg") (C) (C) (g

CAT (1,7) 61,63 84,01 73,03 140,48 149,26 37,71 171,28 176,59 13,62

PVPP (1,3) 22,31 53,61 215,12 198,79 206,56 0,08

1:1(1,2) 92,61 98,60 4,57 140,21 147,60 16,68 171,63 176,50 6,65 24,31 85,61 201,48

1:5(1,4) | 27,00 73,76 432,89* 139,56 147,60 8,18 171,91 176,69 4,55

1:10(1,4) | 29,94 74,91 318,11* 140,76 147,44 4,19 171,85 176,00 2,40

Nota: * representam o primeiro fenémeno endotérmico da catequina e a perda de agua da PVPP-P6755.

O acido tanico apresenta um perfil térmico por DSC sem eventos marcantes,
da mesma forma que a propria PVPP-P6755. Isso impossibilitou a realizacdo de

analises comparativas entre substancias isoladas e as respectivas misturas.
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5.7.3 Efeito da purificacdo acida da PVPP-P6755 sobre a capacidade complexante

O estudo da influéncia do processo de purificagdo objetivou a eventual
constatacao de efeitos adversos por parte de residuos de sintese soluveis, como
H,O,, e de fragdes de oligbmeros de baixa massa molecular na formagao de
complexos entre a PVPP-P6755 e substancias polifendlicas. Para isso, a capacidade
de complexacdo foi testada utilizando catequina, antes e apds o processo de
purificacdo da PVPP-P6755 (figura 22; ANEXO-tabela 7A).

1,
09 ~ =
08 1
07 1
06+
O 05 1
Y04
03
02
01
0o T T T T T T T 1
0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Concentracao de PVPP (mg/mL)

Figura 22. Influéncia da purificacdo acida da PVPP-P6755 sobre a fragdo de
catequina ligada. (®) PVPP-P6755 nao purificada, (O) PVPP-P6755
purificada.

Os resultados obtidos demonstraram que nao existe diferenca significativa na
capacidade de complexacgao entre a PVPP-P6755 tal e como recebida do fornecedor
e a mesma apoés o processo de purificagdo. No entanto, por ja ter sido relatada a
utilizagcdo do polimero purificado (DONNER et al.,1993, SOARES, 2002) optou-se

pela utilizagdo deste nas analises seguintes.
5.7.4 Efeito do pH sobre a capacidade complexante

ANDERSEN e SOWERS (1968) investigando a ligacao de PVPP a diversos
compostos fendlicos observaram que a complexagcdo € maxima quando o pH é
suficientemente baixo, suprimindo a ionizagdo de hidroxilas fendlicas e favorecendo
a formagao de ligagdes de hidrogénio. SOARES (2002), ao estudar a formacao de
complexos entre catequina e derivados da PVPP em diferentes condi¢cées de pH,
observou que a razdo molecular do complexo polifenol-PVPP permanece inalterada
na faixa de pH de 3,1 a 7,0. No entanto, quando o pH foi elevado a 8,0, houve
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pequena redugao no teor de catequina ligada a PVPP e, em valores de pH
superiores a 8,0, observou reversao significativa da fragcdo de catequina ligada a
PVPP.

Com a finalidade de otimizar os parametros de complexacao, realizou-se
ensaio avaliando a influéncia do pH sobre a estabilidade dos complexos. Nos
experimentos realizados com PVPP-P6755 e catequina (figura 23; ANEXO-tabela
8A), se observou maior complexag¢ao entre o polimero e a substancia de referéncia
quando o pH foi inferior ou igual a 8,0. Nesses casos, devido a total complexac¢ao da
catequina, os valores de absorvancia obtidos foram baixos (em torno de 0,09 e
0,10), originando desvios padrdes grandes, em funcado de se estar trabalhando na
faixa de erro do equipamento. Quando o pH foi elevado para 8,5 ocorreu queda
brusca na fragdo de catequina ligada (FCL) e acima desse valor de pH verificou-se

uma FCL praticamente nula.

0,8
0,71
0,6
0,5 1

§ 0,41

0,2 4
0,14

Figura 23. Influéncia do pH sobre a fracdo de catequina ligada (FCL) a PVPP-
P6755

Esses resultados corroboram com estudos anteriores que afirmam que as
ligacdes de hidrogénio sdo importantes na ligacdo de PVPP a compostos fendlicos
(ANDERSEN; SOWERS, 1968, PLAIZIER VERCAMEN; DE NEVE, 1982, HORN;
DITTER, 1982, SOARES, 2002). Ao mesmo tempo, esses confirmam a possibilidade
de realizagao dos experimentos empregando agua destilada como solvente, desde

que o pH do meio se mantenha neutro ou levemente acido.
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FICKEL e colaboradores (1999), ao investigar a associagcao de taninos a
PVPP, gelatina, albumina sérica bovina e proteinas da saliva a um pH 8,2,
evidenciaram que todos os agentes complexantes testados formaram complexos
soluveis com taninos, ndo sendo observada a precipitacdo dos complexos e
indicando que a precipitacdo é dependente do pH. No entanto, a PVPP apresentou
maior capacidade de complexagcdo, quando comparada aos demais agentes
testados.

5.7.5 Avaliacdo da especificidade da formacao de complexos entre diferentes PVPP

e substancias de referéncia

Os métodos utilizados para avaliagdo da especificidade foram o
espectrofotométrico e por cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). As
limitacoes de especificidade observadas quando da utilizagao de derivados protéicos
para a quantificagcao de taninos, assim como as restricdes levantadas por SOARES
(2002) a utilizagao de PVPP, segundo as quais o polimero também poderia reagir de
forma inespecifica com flavondides, levaram a realizagdo de estudos mais

aprofundados nesse sentido.

Com a finalidade de verificar a capacidade de complexagao das PVPP com
flavondides, optou-se pela andlise das caracteristicas de complexagao da rutina com
diferentes tipos de PVPP (figura 24; ANEXO-tabela 9A). Ao mesmo tempo, foi
também explorada a fracdo de polifendis, presentes na solucdo extrativa, com a

mesma finalidade.

Os resultados demonstram que, de fato, ocorre complexagao entre rutina e
diferentes tipos de PVPP. No entanto, percebe-se que a afinidade dos polimeros
pela catequina e acido tanico € maior (figura 18B e 18D), o que sugere uma maior

afinidade pelos taninos.
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Figura 24. Complexagéo de rutina com as diferentes PVPP PVPP-P6755 (m);
Kollidon CL® (A); Divergan® F(#); Divergan® RS (®).

Para comprovacdo desta hipotese, realizou-se a complexacdo de uma
solugdo contendo catequina (monémero de tanino condensado) e rutina com a
PVPP-P6755, sendo os complexos analisados em 280 nm e 352 nm, comprimentos
de onda de absorgcdo maxima da catequina e rutina, respectivamente (figura 25;
ANEXO-tabela 10A). Cabe salientar que, no comprimento de onda de 352 nm, a
rutina e outros derivados flavonoidicos derivados da quercetina apresentam uma
forte absorgdao, ndo assim a catequina, que nesse comprimento de onda nao é
detectada.
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Figura 25. Complexacédo de solugdo contendo catequina e rutina com PVPP-
P6755 (Sigma); (M) 280 nm, (O) 352 nm.

De acordo com os resultados obtidos, pode-se verificar uma maior afinidade
da PVPP-P6755 pela catequina, a julgar pela diminuicdo mais acentuada da
absorvancia em 280 nm, quando comparada a observada em 352 nm. Pela analise
comparativa em nivel molecular, esse fato resulta coerente. A rutina, quando
comparada a catequina (figura 26) apresenta a hidroxila da posi¢ado C3 ligada a uma

molécula de rutosideo, o que impediria a formacéao de ligagbes de hidrogénio entre a
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PVPP-P6755 e uma das posicbes mais ativas da molécula de rutina, dificultando

assim o acesso do polimero a outros grupamentos hidroxila da rutina (DONNER et
al., 1993).

(+)-Catequina

Rutina

Figura 26. Estruturas moleculares da catequina e da rutina.

DONNER e colaboradores (1993), estudando a afinidade de flavondides a
PVPP, observaram que a complexacio dos flavondides por parte do polimero varia
de acordo com o padrédo de substituicdo. De uma maneira geral, para flavondides
com grande numero de grupamentos hidroxila, a afinidade por PVPP mostra-se
aumentada. Por outro lado, a metilagcdo e a glicosilagdo, como explicitado para a
rutina, diminuem a complexacao de favondides por parte da PVPP. A falta de
afinidade das isoflavonas por PVPP, j4 mencionada neste trabalho, pode ser
atribuida a falta de planaridade do anel C. Dessa forma, poderia-se especular, por
exemplo, que espécies vegetais mais evoluidas, com niveis de oxidagdo maiores
nos seus flavondides, apresentem afinidade diferenciada por PVPP, ja que os graus
de oxidacdo e substituicdo estdo associados a evolugdo das mesmas. Por esse
motivo, a complexagao de flavonodides por parte de polimeros reticulados da
povidona deve ser vista com cautela, ndo se pode generalizar que a PVPP tenha a
mesma afinidade por flavondides de outras espécies vegetais que ndo Psidium

guajava.

Realizou-se ainda a complexagcdo entre PVPP-P6755 e uma solugéo
contendo pirogalol e rutina, ambas substéncias com baixa afinidade pelo polimero
(figura 27; ANEXO-tabela 11A).
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Figura 27. Complexacédo de solu¢do contendo pirogalol e rutina com PVPP-
P6755; (B) 267 nm, (O) 352 nm.

A semelhanca entre os efeitos nas absorvancias, observados em 280 nm e
352 nm, indica uma afinidade semelhante do polimero pelas duas substancias. Esse
resultado difere do observado para a catequina e rutina. A menor afinidade do
pirogalol pela PVPP-P6755, quando comparada a catequina, esta relacionada, como
ja dito anteriormente, com o numero de grupamentos hidroxila presentes na
molécula e com a baixa massa molecular do mesmo, dificultando a sua

complexagao com o polimero.

Para rutina e pirogalol, cabe destacar o aumento da absorvancia quando da
utilizacdo da dispersdo a 0,5 mg mL™", origina teores percentuais maiores do que 100
% (figura 27). O mesmo fendbmeno foi observado nas figuras 18 D e 24 e n&o pdde
ser explicado em funcao da turbidez, pelo fato de o liquido de compensagao ser
agua ou por dissolugdo de fragbes de baixa massa molecular de PVPP, uma vez
que a mesma foi previamente purificada. Provavelmente, esse fenbmeno esta
relacionado a adicdo de pequenas quantidades de PVPP a solucbes de substancias

com baixa afinidade pelo polimero, provocando um leve efeito hipercrémico.

Os resultados espectrofotométricos foram comparados com os obtidos
mediante CLAE-PDA, técnica que permitiu a identificacdo e separagao do acido

galico, catequina, pirogalol e rutina (figuras 9 e 10).

Os resultados obtidos com uma solugdo das substancias de referéncia em
mistura, submetida a complexacdo com diferentes concentracées de PVPP-P6755,

demonstraram que pequenas concentragbes do polimero, de até 10 mg, foram
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capazes de complexar de modo indiferente a rutina e as substancias de referéncia
(tabela 14; ANEXO-tabela 12A).

Tabela 14. Percentuais de acido galico + pirogalol, catequina e rutina complexados a
diferentes quantidades de PVPP-P6755. Deteccdo em 280 nm e 352 nm.

AG + Piro CAT RUT
SP + 10 mg PVPP 20,13% 73,98% 15,78%
SP + 50 mg PVPP 56,19% 96,56% 49,70%
SP + 150 mg PVPP 57,67% 98,95% 75,18%
SP + 300 mg PVPP 51,76% 99,71% 86,43%

Nota: SP: solugao-mae dos padrées

5.8 Complexacéo de taninos de Psidium guajava com PVPP-P6755
5.8.1 Curva de calibracao

A curva de calibragdo foi construida utilizando catequina como substancia de
referéncia, em detrimento do pirogalol, que apresenta um perfil de complexagao
diferenciado dos taninos e caracterizado pela escassa sensibilidade frente a PVPP-
P6755. Para isso utilizaram-se 2,0 mL do reagente de Folin-Ciocalteu, garantindo a
linearidade na faixa de trabalho, conforme ja antes discutido para o pirogalol (item
5.6.2).

Trés curvas de calibragao obtidas foram submetidas a analise de regressao
linear e os parametros comparados a fim de verificar diferengas entre as inclinagcoes

e elevagdes obtidas nas retas (tabela 15).
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Tabela 15. Resultados da analise de regressao linear das curvas analiticas da

catequina em 760 nm

Curva 1 Coeficiente Erro padrao LCinerior L Csuperior Valor-p
Intersecao (a) 0,06561 0,00623 0,05215 0,07907 9,86 x108
Inclinag&o (b) 0,11859 0,00146 0,11541 0,12176 5,79x 107°

R? = 0,9980; Fiabeiado = 4,67; Feaicuiado = 6227,23; Equagao 1: y = 0,11859x + 0,06561

Curva 2 Coeficiente Erro padrao LCinerior L Csuperior Valor-p
Intersegao (a) 0,05051 0,00565 0,03828 0,06274 6,61 x 107
Inclinagao (b) 0,12089 0,00133 0,11801 0,12377 1,33x10™"°

R? = 0,9984; Fiapeiado = 4,67; Foaiouado = 8223,71; Equagao 2: y = 0,12089x + 0,05051

Curva 3 Coeficiente Erro padrao LCinerior L Csuperior Valor-p
Intersegao (a) 0,07983 0,00432 0,07048 0,08918 1,05x 107°
Inclinagao (b) 0,11280 0,00101 0,11061 0,11499 9,23x 10

R? = 0,9989; Fiabeiado = 4,67; Feacuiado = 12390; Equagao 3: y = 0,11280x + 0,07983

Realizando a comparagao entre as trés curvas analiticas, verificou-se que a
diferenga entre os coeficientes angulares (inclinagdes) € significativa (Fcac = 8,626 >
Foos 2) 239 = 3,238 e maior que Fop1 (2) 239 = 5,194). Quando comparadas as
equacgdes um e dois e dois e trés, pelo teste de Tuckey, ndo foi constatada diferenca
entre as inclinagbes. No entanto, verificou-se que existe diferenga significativa entre
as inclinagbes das equagbes dois € trés (qeaic = 3,620 > qo 05, 30, 3 = 3,442), indicando

que essas retas diferem estatisticamente (ZAR, 1999).

As elevagdes das trés retas demonstraram ser idénticas (Fcac = 1,571 < Fg 05
() 2, 41 = 3,22) indicando que as retas ocupam o mesmo plano em relagcdo ao eixo
dos Y (ZAR, 1999).

A analise dos residuos de regressao, realizada pelo teste de Durbin-Watson,
nao detectou autocorrelagdo para a equacgao trés (dWcaiculado 2,203 > dWinserior 1,08 >
dWsyperior 1,36; para n = 15; a = 0,05). Por sua vez, esse teste ndo foi conclusivo para
a equacdo um (dWsyperior 1,36 > dWcaic = 1,278 > dWinterior = 1,08). Para a equacéo

dois, o teste de Durbin-Watson detectou autocorrelacdo entre os residuos (dwcaic
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1,059 < dWinserior 1,08). Com base nos resultados obtidos entre a comparagao das
retas e a analise de residuos optou-se por retirar a equag¢do dois do conjunto de
curvas analiticas e obter uma unica curva a partir do conjunto de dados que gerou
as equacdes um e trés, sendo essa utilizada para fins de calculo. Os resultados

determinados pela analise de regressao estao ilustrados na tabela 16.

Tabela 16. Resultados da analise de regresséao linear da curva analitica obtida para

catequina, em 760 nm, a partir da comparacao das curvas.

Parametros Coeficiente Erro padrao LCinterior L Csuperior Valor-p
Intersegao (a) 0,07261 0,00435 0,05215 0,06368 4,6x107°
Inclinagao (b) 0,11605 0,00102 0,11541 0,11394 8,55 x 10

R? = 0,9978; Fiabeiado = 4,19; Feacuiado = 12777,22; Equagao : y = 0,11605x + 0,07261

Dessa forma, o coeficiente de absorgdo especifica (A%, ) da catequina,

calculado a partir da curva de calibracdo utilizando 2,0 mL de reagente foi de
1359,65.

5.8.2 Complexacéao de taninos de Psidium guajava com PVPP-P6755

Com a finalidade de verificar o perfil de complexagao da solucao extrativa de
Psidium guajava frente ao derivado PVPP-P6755 realizaram-se complexacgdes

utilizando diferentes concentracées desse agente precipitante.

Foi detectado para a solugdo extrativa de Psidium guajava (figura 28;
ANEXO-tabela 13A) o mesmo comportamento observado para o acido tanico e
catequina sem o uso do reagente de Folin-Ciocalteu, através de leitura

espectrofotométrica direta (figura 18 B e C).
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Figura 28. Perfil de complexagédo para a solugdo extrativa de Psidium guajava

em funcdo da concentragdo PVPP-P6755 (PVPP), expresso como

taninos totais (TT), com determinagao em 760 nm.

Pela analise do perfil de complexacéao, verifica-se que, a partir da utilizagao
de 50,0 mg de PVPP-P6755, o teor de taninos totais calculado permaneceu
praticamente inalterado. Mais ainda, os valores de absorvancia nesse platdé foram
bastante baixos, em torno de 0,09 e 0,10. Isso indica um esgotamento quase total da
fracdo nao-tanante, no qual, ndo somente os taninos foram complexados, mas
também todos os outros polifendis presentes na solugcado extrativa. Esse fendbmeno é
semelhante ao observado quando da utilizagdo de 800,0 mg de caseina GT e 100,0

mg de po-de-pele

A especificidade da complexacado também foi avaliada através da técnica de
CLAE-PDA. Os cromatogramas obtidos para a solugdo extrativa sem PVPP-P6755
estdo ilustrados nas figuras 11 e 13. Os resultados indicam que uma concentragéo
de 50,0 mg de PVPP-P6755 ¢, de fato, capaz de complexar a catequina em sua
totalidade e a maior parte dos flavonoides presentes na solugao extrativa (tabela 17;
ANEXO-tabela 14A), demonstrando falta de especificidade do método. O emprego
de 150,0 e 300,0 mg de PVPP-P6755 promovem a retirada de praticamente todos os
outros polifendis do meio, com excegado do acido galico (figura 29), confirmando a
baixa capacidade de complexacao para este polifenol, ja antes observada com po-

de-pele e caseina.
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Tabela 17. Percentual de acido galico, catequina e flavondides de Psidium guajava
complexados com diferentes quantidades de PVPP-P6755. Detecgao em

280 (acido galico e catequina) e 352 nm (flavondides).

Deteccéao 280 nm 352 nm

AG CAT Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico 5 Pico 6

Amostras CV % CV% CV% CV% CV% CV% CV% CV%
SE+1omgpupp | 2504% | 7653% | 3624% | 7168% | 7940% | 6500% | 5519% | 8400%
2,26% 1,04% 3.16% 1,43% 1,00% 0,25% 0,14% 117%
SE+20mgpupp | 08%% 100% 37.80% | 8430% | 90,67% | 77.62% | 6973% | 8535%
0,25% 2.84% 1,19% 1,36% 1,41% 0,36% 6,64%
SE+30mgpupp | 426%% 100% 4679% | 9121% | 9494% | 86.03% | 8241% | 86,34%
476% 1,53% 3,82% 2,04% 0.67% 2.84% 4,96%
SE+40mgpvpp | 4738% 100% 53,90% | 93.83% | 96.47% | 89,78% | 87.68% | 89,13%
4,40% 1,33% 1,72% 3,49% 2.54% 0,99% 8,83%
St +50mgpupp | 579%% 100% 68,09% | 9596% | 97.72% | 92.97% | 92.87% | 91.35%
1,62% 0,64% 3,18% 5,09% 2.20% 1,57% 4.34%
SE +150 mg Pypp | 63:34% 100% 88,76% 100% 100% 97.81% | 98,24% | 91,95%
0,97% 2.56% 5,20% 1,76% 4,01%
St +300mg Pvpp | 697%% 100% 95,38% 100% 100% 100% 99.44% | 91,77%
0,32% 8.81% 21,98% 9,94%

Nota: AG: acido galico; CAT: catequina; SE: solugéo extrativa; CV%: coeficiente de variagédo percentual (n = 3).
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Figura 29. Cromatogramas da solugcao extrativa, obtidos sem tratamento (A) e
apos tratamento com 150,0 mg de PVPP-P6755 (B). Deteccédo em
280 nm.
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5.9 Andlise comparativa dos teores de taninos totais, calculados mediante
utilizacdo de caseina, p6-de-pele e PVPP-P6755

5.9.1 Efeito da substancia de referéncia no célculo do teor de taninos totais

As substancias de referéncia utilizadas no presente trabalho (acido téanico,
acido galico, catequina e pirogalol) sdo relatadas na literatura para o calculo de
taninos totais. Devido aos resultados divergentes assinalados para o acido tanico
proveniente de fornecedores diferentes (MAKKAR; BECKER, 1993), logo de inicio

descartou-se a utilizagcado desse como substancia de referéncia.

Apesar da semelhanga entre os espectros obtidos para o pirogalol e a solugéo
extrativa de Psidium guajava, a falta de afinidade desse, por derivados da PVPP
(figura 18 C), restringe sua utilizagdo como substancia de referéncia na
quantificacdo de taninos. De modo semelhante, o acido galico apresenta baixa
afinidade em relagdo a PVPP-P6755 (tabela 17 e figura 28) e em relagdo aos
derivados protéicos caseina e po-de-pele, (tabela 10), sendo também questionavel

sua utilizagdo como substancia de referéncia.

Nesta etapa final do trabalho, a escolha da catequina mostrou-se mais
adequada em fungcdo da sua maior afinidade pelos agentes complexantes, tanto
pelos de natureza protéica, como pelos derivados da PVPP (tabela 10, figura 18,
tabela 17). Esse fato nos permite especular que a catequina apresenta capacidade
de reducdo do reagente de Folin-Cioclateu semelhante ao que se verifica para as
estruturas poliméricas dos taninos, sendo portanto mais indicada para referenciar
essa classe de substancias. O reagente de Folin-Ciocalteu mede a capacidade de
reducdo da amostra, que depende da estrutura fendlica, sendo necessario uma
substancia de referéncia com capacidade de redugédo do reagente semelhante a do

extrato analisado, para que a representagao dé origem a resultados precisos.

Uma comparacado do teor de taninos obtidos pela utilizacdo de diferentes

agentes precipitantes e de duas substancias de referéncia encontra-se na tabela 18.
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Tabela 18. Teor de taninos obtido com a utilizagdo de diferentes concentragbes de
caseina, p6-de-pele e PVPP-P6755.

Teor de taninos totais (g%)

Pirogalol (9%); CV% Catequina (g%); CV%
SE + 400 mg de caseina 3,62; 4,39 5,58; 4,39
SE + 800 mg de caseina 8,25; 2,94 12,34; 2,94
SE + 100 mg de pd-de-pele 7,64;1,18 11,79; 1,18
SE + 10 mg de PVPP 3,67;9,02 5,26; 9,02
SE + 25 mg de PVPP 7,07, 0,77 10,90; 0,77
SE + 50 mg de PVPP 7,44; 1,48 11,49; 1,48

Pelos valores obtidos de A% para pirogalol e catequina e considerando que

a razdo entre eles é 1:1,54, verifica-se que as diferencas observadas nos

respectivos teores de taninos totais, sdo basicamente, devidas a variagédo no valor
de A!® . A equivaléncia na propor¢do 1:1,54, assinalada para as razdes das

absorvancias especificas (do pirogalol e da catequina) e os teores calculados (com
50,0 mg de PVPP-P6755 e 100,0 mg de po-de-pele), reflete diretamente, uma
capacidade diferenciada do reagente de Folin-Ciocalteu em reduzir ambas

substancias de referéncia.
5.9.2 Efeito do agente complexante

Os trés agentes complexantes avaliados nesse trabalho diferem
quimicamente em relagdo a estrutura. Contudo, apresentam comportamentos
semelhantes em relagcdo a falta de especificidade na determinacdo do teor de

taninos da Psidium guajava.

De maneira geral, a caseina apresenta uma menor capacidade de
complexacdo em relacédo tanto ao po-de-pele quanto a PVPP-P6755. A diferenca
pode ser constatada através de comparacao entre os teores de taninos obtidos pelo
método espectrofotométrico (tabela 18), além da comparacédo dos percentuais de

acido galico e catequina, bem como dos flavonoides complexados (tabelas 10, 17).
98



Resultados e Discusséo

Por extrapolacdo dos resultados aqui obtidos e os mostrados na figura 7,
onde se observa uma tendéncia quase linear para as quantidades de 600,0 a 800,0
mg de caseina, € possivel estimar que 750,0 mg de caseina GT provocam 0 mesmo
efeito que 100,0 mg de pd-de-pele para a solugédo extrativa de Psidium guajava.
Contudo, cabe enfatizar o fato de os teores de taninos calculados
espectrofotometricamente com 800,0 mg de caseina e 100 mg de po6-de-pele terem
sido semelhantes, o que nao reflete no perfil dos flavondides em ambos casos, o
qual difere claramente. Observou-se uma maior afinidade pela catequina e por
flavondides, bem como uma menor afinidade por acido galico quando da utilizagéao
de caseina, e, diferentemente, uma maior afinidade pelo acido galico quando
utilizado o po-de-pele. Essas diferencas ndo puderam ser detectadas pelo método
espectrofotométrico, mas foram comprovaveis estatisticamente, através de
realizagao de teste t de Student considerando variancias diferentes. O resultado do
teste indica que existem diferencas entre os teores de flavondides obtidos pela
utilizagcdo de 800,0 mg de caseina e 100,0 mg de pé-de-pele (t caiculado = 3,1744 >
to,05 2) = 2,571).

Observa-se ainda, que o teor calculado quando da utilizagdo de 50,0 mg de
PVPP-P6755 foi semelhante aquele obtido com 100,0 mg de po-de-pele (tabela 18).
Nessa oportunidade, houve diferengas na complexacao dos flavondides presentes
na solucdo extrativa, quando utilizados po-de-pele ou PVPP-P6755, as quais
ocorreram de maneira diferenciada segundo o flavondide analisado. No entanto,
considerando a fragao flavonoidica como um todo, nao foram constatadas diferengas
estatisticas significativas quando aplicado o teste t de Student para variancias
diferentes (t caiculado = 2,1555 < t 005 (29 = 2,26). Em relagdo ao acido galico, tanto o
po-de-pele quanto a PVPP-P6755 comportaram-se de maneira semelhante. No
entanto, quando analisa-se especificamente o caso da catequina, percebe-se uma
maior afinidade dessa pela PVPP-P6755, o que foi tido como uma vantagem desse

polimero (tabelas 10 e 17).

Aparentemente, esses resultados diferem parcialmente daqueles relatados
por LIAO e colaboradores (2003). Segundo esses, o po-de-pele apresentou uma
maior afinidade pelo galato de (-)-epigalocatequina, galato (-)-galocatequina e (-)-

epigalocatequina, quando comparado ao Divergan® RS. No entanto, a julgar pelos
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dados informados no artigo, verifica-se que os autores adicionaram acido tanico
somente a solugdo submetida a complexagao com PVPP, em detrimento da solugao
submetida a complexagdo com pé-de-pele. Esse fato pode influenciar a
complexacédo do Divergan® RS com as substancias supracitadas, tendo em vista a
grande afinidade da PVPP pelo &acido tanico (FROMMING et al., 1981; HORN;
DITTER, 1982). Além disso, nao foi possivel verificar se as solugbes comparadas
apresentavam concentragdes idénticas, ja que os métodos utilizados para as

analises por CLAE foram, nesse trabalho citado, distintos.

Observou-se ainda que um teor de taninos comparavel ao obtido com 400,0
mg de caseina GT foi encontrado com a utilizagdo de 10,0 mg de PVPP-P6755
(tabela 18).

Visto como um todo, o método proposto é, no minimo, equivalente aos que
utilizam caseina e po-de-pele. Especificamente, pode-se afirmar que uma solucao
extrativa de Psidium guajava, quando analisada com 2,0 mL do reagente de Folin-
Ciocalteu e tratada com 50,0 mg de PVPP-P6755, leva a um teor de taninos
equivalente ao obtido a partir do método oficial da Ph. Eur (2002), que preconiza o
uso de 100,0 mg de pé-de-pele. Teor semelhante também € obtido quando se utiliza
750,0 mg de caseina. Levando em consideracao, preco, facilidade de aquisicéo e
pequena variabilidade de lote, o uso de PVPP, ainda que com as mesmas limitagdes
de especificidade observadas no caso especifico de solugdo extrativa de Psidium
guajava, surge como uma alternativa analiticamente viavel, se comparado ao pé-de-

pele.

Considerando finalmente as especificidades da estrutura molecular que muito
provavelmente estdo envolvidas na interagdo PVPP-flavondides, fica negada a
transposi¢cdo dos dados obtidos para Psidium guajava para outras drogas vegetais.
Com isso, abre-se a possibilidade de estudos subsequentes da aplicacdo dessa
metodologia para espécies, oficiais ou ndo, onde ndo se observe a falta de
especificidade assinalada para o método com PVPP, deficiéncia esta também

sentida com pé-de-pele e caseina.
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Conclusbes

e A anadlise comparativa de diversos métodos oficiais preconizados para o
doseamento do teor de taninos revelou uma falta de uniformidade, em termos de

reagente, comprimento de onda de leitura e tempo de leitura.

¢ A analise comparativa das caracteristicas de complexagcao da caseina purificada e
caseina grau técnico (GT) assinalou falta de precisao intermediaria para o uso da
caseina purificada, provavelmente, em fungdo da defosforilagdo implicita no

processo de purificagao.

e Para os métodos espectrofotométrico e por CLAE, evidenciou-se falta de
especificidade para os agentes complexantes caseina GT e pé-de-pele, frente ao

flavondide rutina e a fragao flavonoidica da solugao extrativa de Psidium guajava.

e A comparacdo da capacidade de complexagdao dos diferentes tipos de PVPP
evidenciou diferencas entre eles, sendo selecionada a PVPP-P6755 para a

realizagao das analises subsequentes.

e A formacdo de complexos entre PVPP-P6755 e catequina mostrou ser pH
dependente. Quando o pH assumiu valores iguais ou superiores a 8,5 ocorreu uma

queda brusca da fragdo de catequina ligada, comprometendo a complexagéo.

¢ Evidenciou-se falta de afinidade do acido galico e pirogalol, em relagdo a caseina
GT e p6-de-pele, assim como para a PVPP-P6755, comprometendo, de certa forma,

sua utilizagdo como substancias de referéncia na quantificacdo de taninos.
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e PVPP-P6755 demonstrou a mesma falta de especificidade relatada para o po-de-
pele e caseina frente a solugdo extrativa de Psidium guajava e, também, frente as
substancias de referéncia, acido galico, catequina, pirogalol e rutina, tanto para o

método espectrofotométrico quanto por CLAE.

e Avaliando e estudando as peculiaridades de cada método e confrontando os
resultados obtidos verificou-se que a utilizagdo de 100,0 mg de pé-de-pele, método
preconizado por Ph. Eur (2002), origina teores de taninos semelhantes aos obtidos
quando se utiliza 50,0 mg de PVPP-P6755 para a quantificacdo de taninos em
Psidium guajava. Dessa forma, pode-se sugerir um método de quantificagdo com a
utilizacao de 2,0 mL do reagente de Folin-Ciocalteu, leitura em 760 nm e 50,0 mg de
PVPP-P6755 para Psidium guajava.

e Abre-se a possibilidade de estudos subsequentes da aplicagdo dessa metodologia
para outras espécies vegetais, ja que especificidades da estrutura molecular estao
envolvidas na interacdo PVPP-flavondides, o que veda a transposi¢ao de resultados

para outras drogas vegetais.
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Tabela 1D.Solucéo de Referéncia
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Tabela 1E. Calculos
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Tabela 1F. Solugdes Reagentes - continuacao

sopeolignd ogu sope( “Jeyoaulaly| “| BLBJ\ 8 BZI9A

"©) sUOWIS ‘senbliusH "] eljpwy ‘el "ejoid ‘ebal "9 abiosn) "Iq "Joid Op 0Bdeioge|oo B WOoo NOJUOD | B 9)e Y| Sejage] sep oedeloge|o Y

AW %0'62 0IPIUE OIPOS P OJeUOqIED

SOulUE)
ap oedeujwlalap eled |eiab opolo\

200z - esanbnyuod

200z etedoing

2002 - eloyueds3

L00Z ® 0002 -edlueg

8661 — BWIY

AW %9°01 B 0IpIUE 0IPOS 8p 0jeuodied

Jeg| sijaweweH
1001 Auereyy

6661 — Edluejlg

winijo} sipiawewreH

(9661) 8861 — P8 Al elig|ISelg

AW % 0'G| 0IPIUE OIPOS &P Ojeuod.e)

1001 Auereyy

666} — Edlueilg

Xipes aelyuerey

/661 - elpdoing

Xipes aelyuerey

/86|~ BWIlY

(Ajw) %8¢ 0IPgS ap ojeuoqied

Xipel aelyuerey

9.6l — eledoing

auloel elyueyey

y/61 - eSsoueI

¥ 0Ipos 8p 0jeu0gIed ap oednjog

elelbouop

elpdooewle

124



Anexos

i
80.00.__ . ' 30,90
60,00 {\ L 60,00
. i f
| I
| \I | | / J f\ |
.08 ] l /‘{\ | SR
4. | | ’ L f l'J\
| Il [ i ]d
20.00_ \/\] _ | 2.0
16.68 | i i | 1 10,68
4900.8 2909, 1560, 1660, Y

|

Figura 1A. Espectro na regido do infravermelho do acido galico em pastilhas de KBr.
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Figura 1B. Espectro na regido do infravermelho do acido tanico em pastilhas de KBr.
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Figura 1C. Espectro na regidao do infravermelho da catequina em pastilhas de KBr.
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Figura 1D. Espectro na regiao do infravermelho do pirogalol em pastilhas de KBr.
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Figura 1E. Espectro na regido do infravermelho das PVPP em pastilhas de KBr.

Tabela 2A.Valores médios da absorvancia (UA) e CV % obtidos para a fracdo néo-

tanante com caseina purificada durante trés dias de analise, em triplicata.

Quantidade caseina Dia 1;.CV% Dia 2; CV% Dia 3; CV% Média; CV%
100,0 mg 0,357; 3,32 0,3167; 1,12 0,3704; 1,65 0,3480; 8,03*
200,0 mg 0,2183; 2,19 0,2573; 1,84 0,3363; 1,22 0,2706; 22,24*
300,0 mg 0,1783; 2,60 0,3065; 1,05 0,2617; 1,49 0,2488; 26,14*
400,0 mg 0,1684; 2,01 0,1567; 1,19 0,1086; 3,51 0,1456; 21,90*
500,0 mg 0,0496; 20,50 0,2498; 4,81 0,0369; 13,19  0,1122; 106,48*

Nota: CV %: coeficiente de variagéo percentual (n=3); *n=9
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Tabela 3A.Valores médios da absorvancia (UA) e CV % obtidos para a fragao nao-

tanante com caseina grau técnico durante trés dias de analise, em

triplicata.
Quantidade caseina Dia 1;.CV% Dia 2; CV% Dia 3; CV% Média; CV%
100,0 mg 0,4440; 0,13 0,4465; 1,32 0,4421; 1,31 0,4442; 0,50*
200,0 mg 0,4250; 0,88 0,4286; 0,43 0,4082; 1,74 0,4172; 2,49*
300,0 mg 0,3749; 2,48 0,3625; 2,018 0,3774; 1,08 0,3716; 2,15*
400,0 mg 0,3342; 1,41 0,3509; 1,04 0,3264; 1,12 0,3372; 3,71*
500,0 mg 0,3169; 1,45 0,3034; 1,57 0,2929; 1,24 0,3044; 3,96*
600,0 mg 0,3088; 0,76 0,3005; 1,07 0,2796; 1,98 0,2947; 4,46*
700,0 mg 0,1963; 2,14 0,1418; 2,87 0,1885; 2,69 0,1755; 16,78*
800,0 mg 0,0746; 6,51 0,0577; 1,34 0,0550; 4,71 0,0624; 17,02*

Nota: CV %: coeficiente de variagdo percentual (n=3); *n=9

Tabela 4A. Absorvancias obtidas (UA) para a solugéo extrativa e fragdo néo-tanante

(FNT) de Psidium guajava antes e apés a adi¢ao de rutina.

Sem adicdo rutina Contaminado com rutina

Polifendis totais 0,5947 0,7262
0,5913 0,7405
0,5906 0,7279

Média; CV % 0,5922; 0,36 0,7315; 1,06
FNT (400 mg de caseina) 0,3448 0,4428
0,3415 0,4444
0,3452 0,4427

Média; CV% 0,3438; 0,59 0,4433; 0,21
FNT (600 mg de caseina) 0,3656 0,3525
0,3617 0,3597
0,3612 0,3739

Média; CV% 0,3628; 0,67 0,3620; 3,01

Nota: CV %: coeficiente de variagcao percentual (n = 3).
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Tabela 5A. Areas dos picos de acido galico, catequina e flavondides complexados

com diferentes quantidades de caseina e po6-de-pele. Detecgdo em 280

nm (acido galico e catequina) e 352 nm (flavondides).

Deteccéo 280 nm 352 nm
AG CAT Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico 5 Pico 6
Amostras CV % CV% CV% CV% CV% CV% CV% CV%
SE 756308,33 355988,67 | 211259,67 484263 498337 304879 1829781 104888
3,87 5,44 4,64 2,87 2,84 4,95 2,19 3,19
634707,67 239379,33 | 145489,33 200359,33 210617,67 146976,67 822999 34539,67
SE + 100 mg de
. 6,29 7,49 0,86 1,26 0,34 0,90 0,32 0,46
caseina
524379,33  131133,33 | 95326,67 69407 76458 62348,33 206837 4395,33
SE + 400 mg de
. 0,47 1,69 1,56 3,86 0,55 1,34 0,38 5,10
caseina
494989,33  62391,67 10883,67 33634,67 34012,33 26174 72131,33 10017
SE + 800 mg de
. 2,07 9,16 5,36 6,23 2,63 2,16 3,18 2,64
caseina
390362,67 86639 15600 14914,67 18363,33 13389,33 26297,67 -
SE + 1600 mg de
. 3,84 2,63 4,30 4,48 3,70 4,67 6,26
caseina
. | 373557,67 138427,33 58271 198685,33 223450,33 150488 347445,3 21319,33
SE + 50 mg de po6-
2,09 1,04 1,74 1,16 0,61 2,71 0,95 1,70
de-pele
299407 142331,67 | 38769,67 174514,33  194412,67 135160,7 196593,3 11144,67
SE + 100 mg de
3,26 5,05 1,40 1,85 0,42 2,50 0,81 5,64

p6-de-pele

Nota: AG: acido galico; CAT: catequina; SE: solugéo extrativa; CV %: coeficiente de variagdo percentual (n = 3).
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Tabela 6A. Absorvancias obtidas na complexacdo de diferentes PVPP com acido

galico (AG), acido tanico (AT), catequina, (CAT), pirogalol (Piro) e solugéo

extrativa (SE).

Concentragéo AG; CV% AT; CV% CAT; CV% Piro; CV% SE; CV%
PVPP
0 0,5895; 1,50 0,6906; 0,63 0,6959; 2,04 0,7045; 0,70 | 0,5808; 0,88
0,5mg mL" 0,4050; 0,63 0,3054; 0,67 0,4672; 0,77 0,7125;1,04 | 0,2678; 0,95
PVPP
2,5mgmL” 0,3072; 2,43 0,0956; 0,43 0,1033; 2,56 0,6812; 0,71 | 0,1072; 1,23
PVPP
7,5mgmL” 0,1863; 2,01 0,0560; 6,23 0,0264; 2,14 0,6146; 0,65 | 0,0952; 2,36
PVPP
15 mg mL” 0,1653; 0,89 | 0,0273; 15,25 0,0179; 8,37 0,5045; 0,40 | 0,0956; 0,82
PVPP
0,5mgmL" K- | 0,4918; 1,14 0,3087; 2,77 0,4803; 2,04 0,7207; 0,76 | 0,4007; 0,85
CL
25mgmL" K- | 0,2531; 0,41 0,1358; 0,20 0,1230; 2,00 0,6578; 1,06 | 0,1990; 0,41
CL
75mgmL" K- | 0,1166; 10,9 | 0,0395; 19,29 0,0339; 7,18 0,5631; 0,75 | 0,1402; 2,00
CL
15 mgmL" K- | 0,060; 11,44 0,0809; 1,29 0,0223; 8,04 0,4676; 1,81 | 0,1032; 0,24
CL
0,5mgmL" DIV | 0,4579; 1,50 0,2971; 1,92 0,4653; 2,66 0,7146; 0,66 | 0,3650; 0,57
F
2,5 mgmL" 0,2405; 1,72 0,1446; 8,23 0,0496; 5,30 0,7046; 0,76 | 0,1529; 0,24
DIV.F
75mgmL" DIV| 0,1053;3,15 | 0,0472; 14,91 0,0115; 16,06 | 0,5585; 0,67 | 0,0809; 14,49
F
15mgmL" DIV | 0,0756; 10,74 | 0,0651; 10,34 0,0086; 16,01 0,4703; 0,52 | 0,0671; 14,49
F
0,5mgmL" DIV | 0,5895; 1,50 0,3022; 4,88 0,4099; 1,11 0,7040; 0,60 | 0,3956; 0,43
RS
2,5mgmL" DIV | 0,2919;2,34 0,1065; 3,39 0,1084; 8,26 0,6730; 1,86 | 0,1604; 0,61
RS
75mgmL" DIV | 0,1069; 1,73 0,1031; 0,95 0,0367; 4,53 0,5558; 1,20 | 0,1149; 5,70
RS
15mgmL" DIV | 0,0812; 13,61 | 0,0632; 11,28 0,0383; 7,66 0,4833; 2,60 | 0,0859; 8,81
RS

Nota: CV%: coeficiente de variagdo percentual (n = 3).
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Tabela 7A.Valores de absorvancia (UA) obtidos para a utilizacdo de PVPP-P6755

purificada e n&o purificada quando complexada com catequina. Detecc¢ao

280 nm.
Quantidade de PVPP-P6755 | PVPP-P6755 nao purificada; CV% PVPP-P6755 purificada; CV%

0 0,6769; 0,35 0,6769; 0,35

0,25 mg mL" 0,5745; 0,08 0,5780; 0,51

0,5mg mL” 0,4968; 1,19 0,4810; 1,08

1,25 mg mL” 0,2874; 3,05 0,3272; 0,97
2,5mgmL” 0,1576; 4,52 0,1861; 4,27

5,0 mg mL™ 0,0747; 11,60 0,0576; 2,80

75mg mL™” 0,0879; 1,10 0,0469; 2,79

15 mg mL™ 0,0831; 9,26 0,0887; 6,38

Nota: CV%: coeficiente de variagédo percentual (n = 3).

Tabela 8A.Valores de absorvéancia obtidos (UA) para a complexagao de catequina

com suspensdo de PVPP-P6755 (15 mg mL™) em diferentes valores de

pH. Deteccao em 280 nm e 290 nm.

Quantidade de PVPP adicionada Absorvancia (UA); CV%

0 0,3287; 1,15
PVPP-P6755 15 mg mL™; pH = 2,94 0,1015; 5,28
PVPP-P6755 15 mg mL™" pH = 3,36 0,0951; 2,78
PVPP-P6755 15 mg mL™ pH = 5,2 0,1199; 1,90
PVPP-P6755 15 mg mL™" pH = 6,99 0,0955; 5,54
PVPP-P6755 15 mg mL™ pH = 7,98 0,0966; 3,82
PVPP-P6755 15 mg mL™" pH = 8,43 0,2499; 0,901
PVPP-P6755 15 mg mL™" pH = 8,99 0,3277; 0,76
PVPP-P6755 15 mg mL™" pH = 9,39 0,3659; 1,08

Nota: CV%: coeficiente de variagdo percentual (n = 3).

Tabela 9A.Valores de absorvancia (UA) obtidos pela adicdo de dispersdes de

PVPP-P6755 a rutina em diferentes concentragoes. Detecgao em 352 nm.

Quantidade de
PVPP-P6755; CV% K-CL; CV% DIV. F CV% DIV. RS; CV%
PVPP adicionada
0 0,7173; 1,21 0,7173; 1,21 0,7173; 1,21 0,7173; 1,21
0,5 mg mL’ 0,7536; 1,41 0,7760; 0,96 0,7374; 2,56 0,7831; 2,04
7,5 mg mL’ 0,5902; 1,79 0,5407; 1,49 0,5499; 3,76 0,5992; 0,74
15 mg mL’ 0,4699; 1,84 0,438; 1,39 0,4316; 1,64 0,4427; 1,83

Nota: CV%: coeficiente de variagéo percentual (n = 3).
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Tabela 10A. Valores de absorvancia (UA) obtidos para uma solucédo de catequina e

rutina quando complexada com dispersdes de diferentes concentragdes
de PVPP-P6755. Detecgao em 280 e 352 nm.

Quantidade de PVPP adicionada 280 nm; CV% 352 nm; CV%
0 0,9982; 1,03 0,3481; 1,00
0,5mg mL’ 0,8002; 1,03 0,3216; 1,15
2,5 mg mL' 0,3480; 0,57 0,2409; 0,48
7,5mg mL’ 0,1630; 0,48 0,1419; 0,51
15 mg mL’ 0,0946; 2,80 0,0891; 2,92

Nota: CV%: coeficiente de variagdo percentual (n = 3).

Tabela 11A. Valores de absorvancia (UA) obtidos para uma solugédo de pirogalol e

rutina quando complexada com dispersdes de diferentes concentracoes
de PVPP-P6755. Deteccao em 267 e 352 nm.

Quantidade de PVPP adicionada 267 nm; CV% 352 nm; CV%
0 1,06; 0,23 0,3331; 0,72

0,5 mg mL' 1,15; 0,79 0,3509; 0,75

2,5 mg mL' 1,02; 0,66 0,2980; 0,71

5,0 mg mL" 0,91; 0,48 0,2597; 0,74

7,5 mg mL’ 0,83; 0,30 0,2336; 0,76

15 mg mL’ 0,69; 2,93 0,1986; 3,82

Nota: CV%: coeficiente de variagado percentual (n = 3).

Tabela 12A. Areas dos picos de &cido galico + pirogalol, catequina e rutina

complexados com diferentes quantidades de PVPP-P6755. Detecgdao em

280 nm e 352 nm.

AG + Piro; CV%

CAT,; CV%

RUT; CV%

SP 5467300; 0,34

1164392; 0,60

2504255; 0,30

SP + 10 mg PVPP 4366836; 0,04

302975,7; 0,27

2109140; 0,04

SP + 50 mg PVPP 2395323, 0,27

40067,67; 0,25

1259656; 0,41

SP + 150 mg PVPP 2314442; 0,01

12162; 6,41

621578,7; 0,32

SP + 300 mg PVPP 2637174; 0,30

3319; 10,59

339835,3; 0,68

Nota: CV%: coeficiente de variagédo percentual (n = 3).;

CAT: catequina; RUT: rutina.
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Tabela 13A. Valores de absorvancia obtidos para a solugdo extrativa de Psidium

guajava sem o tratamento com PVPP-P6755 e apds o tratamento com

diferentes quantidades de PVPP-P6755. Detec¢cao em 760 nm.

Quantidade PVPP-P6755 | Dia 1;.CV% Dia 2; CV% Dia 3; CV% Média; CV%
0 (PT) 0,6023; 2,24 0,6363; 1,66 0,6125; 1,26 0,6170; 2,83*

10,0 mg 0,3744; 2,09 0,3582; 4,04 0,3796; 2,70 0,3707; 3,01*

250,0 mg 0,1294; 3,67 0,1572; 6,85 0,1433; 9,75 0,1433; 9,69*

50,0 mg 0,1099; 8,47 0,1259; 11,59 0,1183; 8,82 0,1180; 6,75*

75,0 mg 0,1160; 14,37  0,1270; 14,47 0,1075; 3,36 0,1168; 8,37*

100,0 mg 0,0618; 3,80 0,1205; 6,19 0,0910; 15,07 0,0911; 32,16*

150,0 mg 0,1215; 8,82 0,0690; 26,34 0,1169; 15,94 0,1025; 28,36*

300,0 mg 0,0632; 10,33  0,0833; 10,22 0,0714; 10,37 0,0727; 13,89*

Nota: CV%: coeficiente de variagdo percentual (n = 3);* n =9; PT: polifendis totais.
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Tabela 14A. Areas dos picos de acido galico, catequina e flavonoides de Psidium

guajava complexados com diferentes quantidades de PVPP-P6755.

Detecgdo em 280 (acido galico e catequina) e 352 nm (flavondides).

Deteccéo 280 nm 352 nm
AG CAT Pico 1 Pico 2 Pico 3 Pico 4 Pico 5 Pico 6
Amostras CV % CV% CV% CV% CV% CV% CV% CV%
e 756308,33 355988,67 | 211259,67 484263 498337 304879 1829781 104888
3,87 5,44 4,64 2,87 2,84 4,95 2,19 3,19
41,67 40,67 134 137108,67 102632,67 1 1 1991 1677
SE + 10 mg PVPP 539641,67 83540,6 34695 37108,6 02632,6 0668 819915 6776,33
2,26 1,94 3,16 1,43 1,00 0,25 0,14 1,17
522618 - 131393,33  76005,33  46467,67 68226 553717,7  15365,33
SE + 20 mg PVPP
0,25 2,84 1,19 1,36 1,41 0,36 6,64
433453 - 112411,67 4253167 25176,33  42568,33 321737 14318,67
SE + 30 mg PVPP
4,76 1,53 3,82 2,04 0,67 2,84 4,96
397960,33 - 97371 20874,67 17549,33 3115367  225277,7  11395,33
SE + 40 mg PVPP
4,40 1,33 1,72 3,49 2,54 0,99 8,83
320726,33 - 67409 19554,67 1134567 2142467  130437,7 9062,5
SE + 50 mg PVPP
1,62 0,64 3,18 5,09 2,20 1,57 4,34
277204,67 - 23732,67 - - 6647 32049 8442
SE +150 mg PVPP
0,97 2,56 5,20 1,76 4,01
228465,33 - 9743,33 - - - 10218,67 8626
SE + 300 mg PVPP
0,32 8,81 21,98 9,94

Nota: AG: acido galico; CAT: catequina; SE: solugado extrativa; CV%: coeficiente de variagdo percentual; n = 3.
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