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Resumo: Os Taninos sio compostos polifenélicos naturais, divididos normalmente em dois grandes grupos, ndo
relacionados estruturalmente entre si: Taninos Hidrolizaveis ¢ Taninos Condensados (ou Proantocianidinas). A
principal caracteristica destes compostos consiste na sua capacidade de complexarem e precipitarem proteinas.
Podem igualmente condensar com formaldeido ou mesmo autocondensar, sem a presenga de qualquer agente
reticulante externo. Desse modo, sfo potenciais intervenientes na sintese de adesivos sem recurso ao uso de
aldeidos. Os taninos condensados sdo bastante comuns e apresentam teores razodveis em varios tecidos vegetais
de uma variedade considerdvel de espécies. Estes compostos sdo polimeros ou oligémeros complexos, de
unidades flavanéides, nomeadamente flavan-3-6is e flavan-3,4-didis, que podem ser isolados em quantidades
significativas da casca de algumas espécies de drvore, entre as quais, as do género Pinus. Pinus pinaster (ou
Pinheiro Maritimo ou Bravo) é a principal espécie florestal em Portugal, e a sua casca € especialmente rica em
taninos condensados (procianidinas e, com teores inferiores, prodelfinidinas). Portanto, a casca de Pinus pinaster
pode-se constituir como uma fonte viavel de compostos polifendlicos naturais, e pode ser utilizada com sucesso
na substituigdo total ou parcial de fenol ou resorcinol em resinas sintéticas convencionais para a industria de
aglomerados de madeira. O objectivo deste trabalho consiste na caracterizacdo dos compostos fendlicos
presentes em extractos comerciais de diversas origens € em extractos de Pinheiro obtidos com diferentes tipos de
solventes alcalinos através da conjugagdo de varias técnicas de analise, nomeadamente TLC e colorimetria.
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1. Introdugao

E essencial caracterizar a composigdo dos extractos fendlicos, de forma a assegurar o sucesso
das suas aplicagdes. Assim, neste trabalho apresentamos os resultados obtidos no dmbito da
caracterizagdo desses mesmos extractos no que se refere aos seus componentes fendlicos, de
extractos comerciais de diversas origens e de extractos de Pinheiro obtidos com diferentes
tipos de solventes. Para tal, optou-se por usar TLC como técnica de separagdo dos
componentes, que poderdo ser posteriormente identificados através de técnicas mais
sofisticadas (FTIR, RMN). No entanto, ¢ possivel reaplicar aquela técnica as fracgdes
separadas, de modo a aumentar a resolu¢fo da anélise. Em conjunto com as técnicas referidas,
foram aplicados ensaios de quantificagdo de compostos fendlicos (Método de Folin-
Ciocalteu, designado a partir de agora por F.-C., para fendis totais - F.T.’s; e varias variantes
do método da vanilina para proantocianidinas - P.A.’s). Pretende-se adaptar estes ultimos
métodos, ja que a aplicagdo de um padrio unico se revela inadequada para analisar extractos
distintos, devido essencialmente aos diferentes padrdes de hidroxilagio e do grau de
polimerizac3o de extractos de diferentes origens'. Finalmente, usou-se analise elementar de
enxofre, de forma a distinguir entre extractos sulfonados (polielectrolitos anidnicos) e ndo
sulfonados (neutros) que obviamente apresentam caracteristicas bastante distintas.
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2. Extractos Analisados ’

Analisaram-se extractos comerciais de taninos condensados, e extractos de Pinheiro alcalinos,
cujas condi¢Oes de extracgdo e as principais caracteristicas sdo apresentadas nas Tabelas 2.1 e

2.2:
Tabela 2.1 — Condicdes de extracgdo dos extractos alcalinos.
Concentracio Concentraciio Propor¢io  Temperatura  Tempo de
em NaOH (%) em Na,SO; casca:licor C) extraccio #
%) (g/mi) (b)
2 0 1:5 100 0.5 |
1 1 1:5 100 2 it
1 1™ 1:5 100 05+2(% i
0 2 1:5 100 2 v
0 0 1:5 100 0,5 eH,0
(*) Extracg3o em 4 etapas: 1) extracgdo com NaOH 1% durante 0,5 h; 2) ajuste do pH a 8-9; 3) adigio de Na,SO, para obter [% em solugio;
4) sulfitagdo durante 2 h.
Tabela 2.2 — Extractos comerciais de taninos.
- S
Extracto #  (Anlise Comentarios
Elementar)

Extracto de Casca de Acacia Negra ou Mimosa (Acacia mearnsii), composto por
Acéacia A taninos condensados do tipo resorcindlico de baixo peso molecular — Extracto
comerciaimente mais importante para aplicagdes no campo dos adesivos .

Extracto de Madeira de Quebracho (Schinopsis balansae). composto por taninos

Quebracho Q v condensados do tipo resorcindlico de médio peso molecular - Segundo extracto
comerciaimente mais importante para aplicagdes no campe dos adesivos .
. Extracto de Casca de Gambir (Uncaria gambir), composto por taninos condensados do
Gambir G v ( gambir). composto po

tipo procianidina de baixo pesc molecular™.

3. Técnicas de Analise

3.1 - Cromatografia de Camada Fina (Thin-Layer Chromatography - TLC) - A
separagdo dos componentes fendlicos de cada extracto foi realizada por TLC. Este tipo de
analise de fendlicos é preferencialmente realizada em suportes de celulose™ bidimensional,
usando essencialmente os sistemas de solventes® n-Butanol-Acido Acetico-Agua com
diversas proporgdes globais v/v/v (fase superior) — BAW; e Acido Acético - AcOH.

Tabela 3.1 — Regentes reveladores utilizados nos ensaios de TLC.

Reveladores H Tipo de Compostos Detecraveis “_ Comentarios
1 . Antes e depois de ser exposto a vapores de
Luz UV® Fenolicos com fluorescéncia. o8 € dep v P
amonia.
Cloreto de Ferro IIl/
Ferrocianeto de Fenoélicos no geral. Manchas azuis’.
Potassio®
Catequinas ¢ Felobataninos com Catequinas e Galocatequinas; acido galico;
. T . . .
. . um nacleo catequinico'; derivados | floroglucinol e pirogalol — amarelo-castanho.
Cinamaldeido/HCI1® 0 catequinico . BILCINOL © PIrOg R
floroglucinol e resorcinol nio Leucocianidinas ¢ Leucodelfinidinas —
conjugados; compostos pirogalol. vermetho-castanho.
i . Taninos condensados, mondmeros, dimeros,
Vanilina/HCI® Flavanois. etc? ’

Optou-se por usar BAW 4-1-5 v/v/v (fase superior) como primeiro eluente, e solugdes
aquosas AcOH de concentragdes: 6, 30 ou 50 %, dependendo da mobilidade -aparente das
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manchas de cada amostra, Utilizaram-se placas de poliéster com revestimento em celulose
microcristalina com 0.1 mm de espessura e dimensoes 10x10 cm.

As amostras foram comparadas com os desenvolvimentos (em condigdes equivalentf:s) de
diversos padrdes: (+)-catequina, (-)-epicatequina, acido galico, que correpondem a unidades
estruturais fenélicas de Taninos Condensados, do tipo flavonéide (os dois primeiros) e de
Taninos Hidrolizéveis (o ltimo). Utilizaram-se para a detecgdo de fendlicos, os agentes
reveladores apresentados na Tabela 3.1.

Tabela 3.2 — Resultados dos diversos ensaios de TLC para os padrdes.

Cores
BAW AcOH 6 % RACOH 30% AcOHS0% NH, Van/HCl Cin/HCI
(+)-catequina | 0.65-0.73 0.45 0.64-0.73 0.73 cast. claro rosa laranja
Acido Galico ] 0.58-0.65 0.45 0.60 0.68 cast. escurp - -
(-)-epicatequina § 0.53-0.62 0.34 0.51-0.59 0.63 cast. claro rosa laranja

Os resultados obtidos para a calibragio dos ensaios de TLC, usando os diversos padrdes séo
resumidos na Tabela 3.2. Verifica-se uma separagio nitida de todos os padrdes, incluindo uma
disting3o entre os isémeros dpticos (+)-catequina e (-)-epicatequina para todos os sistemas de
cluentes.

3.2 — Analises Quimicas — Foram os seguintes os ensaios colorimétricos usados neste
trabalho para avalia¢do dos teores de fenolicos: fenodlicos totais - F.T. (Folin-Ciocalteu) € m-
difenéis, principalmente P.A.’s (Vanilina em meio acido — H,SO4 ou HCI). A cinética e
natureza das reac¢des de oxidagdo-redugdo que originam os complexos coloridos cuja
intensidade de cor permite estimar o teor de fendlicos dos extractos dependem de vérios
factores importantes (que sdo consideravelmente mais criticos para o ensaio da vanilina)',
nomeadamente os padrdes de hidroxilagdo dos fendlicos existentes na amostra, (que variam
consideravelmente com a origem dos extractos) e o grau de polimerizagdo dos polimeros
flavondides. De facto, no que diz respeito aos padrdes de hidroxilagdo, verifica-se que
diferentes tipos de fenélicos apresentam coeficientes de extingdo (¢) molares distintos, tanto
para a reacgdo de F.-C., como principalmente para a Vanilina'. No caso do método de Folin-
Ciocalteu, as diferencas ndo sio muito significativas. Infelizmente, o0 método da vanilina €
bastante mais sensivel as condigdes de operacdo. No entanto, para todos os ensaios das
variantes deste método foi usada (+)-catequina como padrdo, que apresenta diferencas
consideraveis de afinidade com a vanilina em relagdo a outros compostos polifendlicos.

A reacgdo da vanilina varia consideravelmente com as condigdes de opera¢do (Temperatura,
concentragdes dos reagentes, etc) e apresenta diferengas significativas, em termos de
sensibilidade, para diferentes catalisadores, meios de dissolucio e graus de polimerizacdo das
amostras. Os trabalhos de Butler er aP!' com taninos de extractos de acetona, de grio de
sorgo (sorghum grain) permitiram estabelecer que neste caso, os polimeros de P.A.’s
apresentavam €’s superiores a catequina no ensaio vanilina-HCI em metanol, o que conduzia a
uma sobrestimativa razoavel do valor dos teores, quando se usava esta como padrdo. No
entanto, quando a reac¢do se realizava em acido acético glacial, a sensibilidade era muito
superior com a catequina, em relacdo aos P.A’s, numa razdo que sugeria que, neste caso, a
vanilina apenas reagia com os grupos terminais dos polimeros de P.A., permitindo realizar
uma estimativa do grau de polimerizagdo destes.

Considerando estes resultados, optou-se entdo por analisar os extractos em estudo, utilizando
todas as variantes do método da vanilina, de forma a se obter uma ideia do verdadeiro teor das
amostras, da forma como estas se comportam em diferentes condigdes e, se possivel, estimar
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o seu grau de polimerizagio. Porém, a utilizagio de um padrédo comum limita o alcance destes
objectivos. :

As calibragdes para todos os métodos foram realizadas com 5 solugdes de padrdo (icido
galico - F.C. e (+)-catequina - vanilina; depois de descontada a massa de hidratagdo - 1.5 %)
de concentragdo conhecida. Desse modo foram obtidas as curvas de calibragdo para todos os
ensaio por regressdo linear dos resultados com passagem pela origem, e os declives a das

rectas obtidas encontram-se resumidos na Tabela 3.3.

Tabela 3.3 — Curvas de calibracdo para os ensaios colorimétricos, Abs=axConc.

Ensaio Amostras dissolvidas em o R’
Folin-Ciocalteu _Agua 0.0111 0.9993
Vanilina/H,SO; Agua 0.0415 0.9999

Metanol 0.0460 0.9999

Vanilina/HCl- Arxgga 0.0029 0.9931
Metanol Metanol 0.0034 0.9984
Vanilina/HCl-Acido Agua+Acido Acético Glacial’ 0.0298 0.9975
Acético Glacial Metanol+ Acido Acético Glacial 0.0367 0.9967

* As amostras, no geral, ndo sBo solliveis em dcido acético (AcOH) glacial e portanto s3o inicialmente solubilizadas em Agua ou Metanol ¢
posteriormente diluidas em AcOH glacial numa proporgdo 1:99,

Verifica-se a baixa sensibilidade do método Vanilina/HCl-metanol com valores de o muito
reduzidos. No entanto, a dificuldade em obter relagdes lineares para este método com a
catequina ja foi reportada na literatura''. Por outro lado, constata-se que a dissolugio das
amostras em metanol aumenta a sensibilidade do método da vanilina. Todos os ajustes sdo
aceitaveis e as constantes @, proporcionais aos coeficientes de extingdo especificos de cada
meio, foram utilizadas para os célculos dos teores em equivalentes de acido galico ou de
catequina.

4. Analise e Comentario dos Resultados

4.1 — TLC - Nesta secgdo apresentamos um resumo das caracteristicas tipicas verificadas
para os desenvolvimentos TLC de cada um dos extractos analisados.

Tabela 4.1 ~ Resultados dos diversos ensaios de TLC para o extracto G.

R¢ Cores
BAW AcOH 6 % Van./HCl FeCly/KsFe(CN),
® 0.91 0.62 rosa -
QD 0.61 0.37 rosa azul escura
Q 0.45 0.36 rosa azul escura

Na Tabela 4.1 estio resumidas as principais caracteristicas do TLC do extracto G. Pelo seu
posicionamento € possivel que a mancha @ corresponda a catequina. Este cromatograma ¢
muito semelhante aos correspondentes aos extractos de A, eH;O. As manchas @ e Q@ sdo
nitidamente constituidas por compostos fendlicos do tipo flavonoide, apesar de néo parecerem
muito polimerizadas, dado o seu deslocamento.

Na Tabela 4.2 estdo resumidas as principais caracteristicas do TLC do extracto A. O reagente
azu] priissia s6 detecta a mancha ® que deve estar consideravelmente mais concentrada. E
nitido que o nivel minimo de detec¢do para este reagente € maior do que para os restantes.
Algumas manchas s3o detectadas com Van./HCI, mas ndo com FeCly/K;Fe(CN)g, sendo este
o mais geral, o que indicia limitagGes em termos de concentragdes. Aparentemente € um
extracto relativamente homogéneo em termos de fenolicos, com um baixo peso molecular. E
possivel que a mancha @ corresponda a catequina. No geral, € um cromatograma muito
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semelhante ao obtido para o extracto G. O extracto A € 0 mais rico em fendlicos, seguido de
Q. Estes sdo os extractos que necessitam da aplicagdo de menores quantidades de amostra
para detec¢do de manchas,

Tabela 4.2 - Resultados dos diversos ensaios de TLC para o extracto A.

R¢ Cores
BAW AcOH 6 % Van./HCl FeCly/K;Fe(CN)
o 0.89 0.61 rosa -
@ 0.60 0.40 rosa -
4 0.50 0.40 rosa azul escura

Na Tabela 4.3 estio resumidas as principais caracteristicas do TLC do extracto QO
posicionamento das manchas ¢ algo diferente aos obtidos para os extractos GeA. Eclaraa
existéncia de uma mancha ® mais deslocada para baixo e uma mancha @ com Ry muito baixo
em relagiio a BAW, o que pode indiciar oligémeros de taninos condensados de PM superior',
As manchas @ e @ ocupam posigdes semelhantes aos dos cromatogramas anteriores,

podendo a segunda corresponder a catequina.

Tabela 4.3 — Resultados dos diversos ensaios de TLC para o extracto Q.

R Cores
BAW AcOH 6 % Van./HCl FeCly/K3Fe(CN)g
@ 0.91 0.56 rosa -
@ 0.67 0.38 rosa azul escura
Q 0.43 0.79 rosa azul escura
@ 0.06 0.91 rosa azul escura

Na Tabela 4.4 estdo resumidas as principais caracteristicas do TLC do extracto ¢H,0. A cor
na origem € mais intensa do que nos casos anteriores € aparece um arrasto imovel em BAW,
positivo quer & Van./HCl, como ao reagente azul-prussia, que pode corresponder a taninos
condensados'?. A mancha @ coincide com a posi¢do da catequina.

Tabela 4.4 — Resultados dos diversos ensaios de TLC para o extracto eH,0.

R Cores
BAW AcCH 6 % Van./HC]
@ 0.61 0.40 rosa
Q@ 0.35 0.46 rosa

Na Tabela 4.5 estdo resumidas as principais caracteristicas do TLC do extracto V. Detectam-
se varias manchas e um arrasto imével em BAW. Todas s3o positivas em relagdo a Van./HCl,
exceptuando uma mancha designada por @ que apresenta uma colorag@o acastanhada, o que
pode indiciar um tipo de estrutura diferente da flavonoide. A mancha @ situa-se na posigdo da
catequina. As manchas @ e ® s3o menos méveis em BAW, o que pode significar maiores
pesos moleculares. No entanto, as moléculas com PM ainda mais elevado devem situar-se no
arrasto.

Tabela 4.5 — Resultados dos diversos ensaios de TLC para o extracto IV,

R¢ Cores
BAW AcOH 6 % Van./HCI
@ 0.70 0.67 rosa
@ 0.51 0.59 rosa
@ 0.47 0.73 rosa
® 0.20 0.65 rosa
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No caso do extracto I, ndo sio detectadas manchas positivas com Van/HCl, o que ¢
confirmado pelo seu baixo teor em P.A.’s. Algumas manchas assumem uma coloragdo azul e
as outras apresentam cor acastanhada, que no caso do armrasto até pode corresponder a
nenhuma alteragdo na cor, ji que esta ja era visivel durante o desenvolvimento do
cromatograma.

4.2 — Analises Quimicas - Na Tabela 4.6 estio resumidos os teores de fendlicos de
extractos de diversas origens, ou seja compostos por taninos condensados caracterizados por
unidades estruturais distintas e extractos de Pinheiro obtidos com condig¢des de extrac¢do
muito diferentes (com e sem sulfonagio; em condigdes alcalinas severas).

Tabela 4.6 ~ Teores de fenélicos calculados pelos diversos métodos colorimétricos.

H,SO, HCFMET HCMMET HCI- HCI-
Ext.] F-C. Agua Agua  Metanol AcOH_A AcOH M| R1* R2*
! 28,7 2,7 57 B0y 31 B 5E1 1,84
] 29,6 3.6 4.8 3,4 1,41
mil 272 3.2 5 3,2 05771 1,56
vV 1 327 10,7 11,1 9.1 12,1 59 0,92 1,54
A 55,5 20,7 12,1 14,4 16,8 13,9 0,72 1,04
Q 55,3 17,2 14 20,9 18,2 12,4 0,77 1,69
G 17,6 3.9 43 37 3.9 3,3 1,10 1,12
eH0 28,1 8,6 13 10,1 9.4 4.9 1,38 2,06

*R1=HCI-MET_A/HCI-AcOH_A; R2=HCI-MET_M/HCI-AcOH_M

Os ensaios correspondentes aos extractos I, II e III em solugdes de metanol ni3o tém
significado, jé que estes extractos sdo pouco soldveis neste solvente, o que s6 por si pode
justificar as descidas abruptas nos teores em relagdo aos ensaios efectuados com amostras
dissolvidas em agua.

Em geral, os teores obtidos através dos ensaios HCl em acido acético com solugdes
dissolvidas em agua sdo inferiores aos correspondentes em metanol, com a excepgdo dos
extractos resorcinolicos A e Q. No caso dos ensaios em solugdes metanolicas, verifica-se que
os realizados em AcOH conduzem a resultados inferiores aos dos ensaios realizados em
MeOH. No entanto, os valores das razdes entre esses dois valores sdo relativamente baixos, o
que indiciaria que todos os extractos seriam muito pouco polimerizados. Tal € duvidoso, pelo
que, ndo podemos concluir nada acerca da natureza da reac¢do de HCI-AcOH ser apenas
dirigida a grupos terminais, pelo menos observando todos os extractos no geral. No entanto,
os valores das razdes poderdo indiciar uma tendéncia em relagdo a ordem de grandeza do grau
de polimerizagdo de cada extracto, se for possivel comparar a reac¢zo dos taninos purificados
com a do padrdo catequina. O ideal seria utilizar para cada extracto, o seu proprio tanino
como padrdo nos métodos colorimétricos.

Observa-se que os extractos aparentemente mais ricos em F.T. sdo o A e 0 Q com um teor de
=355 %. O caso de A ¢ interessante uma vez que, apesar das andlises TLC indicarem que a sua
frac¢do fenolica € relativamente homogénea, i.e., do tipo poliflavonoide, existe uma diferenga
significativa entre os valores de F.T. (55 %) e de P.A.’s (12-21 %). Tal pode ser explicado se
o valor de F.T. estiver sobrestimado ou os valores de P.A.’s estiverem subestimados ou
ambos. No entanto, tal s6 pode ser realmente verificado se se utilizar uma fracgdo taninica
purificada de extracto de Acacia como padrdo neste ensalos, assim como para todos 0s outros
extractos.
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Os extractos alcalinos de NaOH apresentam teores muito baixos de P.A.’s, o que s¢ pode
dever a reacgBes de rearranjo com destruicdo do anel floroglucinélico’®, que assim deixa de
reagir com a vanilina. E possivel também que tal se deva  extracgdo de muitos compostos
ndo fendlicos. Deste modo, o elevado rendimento associado a este tipo de sistemas de
extrac¢3o ndo traz qualquer vantagem, ja que € conseguida a custa da solubilizagio de outros
tipos de materiais. De qualquer modo, o teor em F.T. destes extractos ndo € demasiado baixo,
0 que nos leva a concluir que possivelmente, a primeira hipétese seja mais correcta.

Néo se constata qualquer correlagdio visivel entre os teores de F.T. e qualquer outra variavel,
apesar de no geral seguirem tendéncias crescentes.

E notéria a divisdo dos extractos em trés grupos: 1° - A e Q que apresentam sempre valores
tipicos superiores; 2° - IV e eH,0O com valores intermédios e 3° - I, II, III ¢ G com valores
mais baixos. Apesar de ocorrerem algumas variagdes, em geral, a ordem de grandeza dos
teores obtidos para cada extracto mantém-se relativamente inalterada qualquer que seja a
variante do método aplicada, tal facto da-nos alguma confianga nos valores relativos
apresentados.

5. Conclusoes

Através da conjugagdo das andlises referidas acima, podemos concluir que a utilizagdo de
meios de extracgdo alcalinos severos € contraproducente em relagio a qualidade dos extractos.
Origina extractos com teores de P.A.’s extremamente reduzidos que obviamente ndo
compensam o0s possiveis beneficios obtidos pelo aumento do seu rendimento.

Os extractos comerciais A e Q sfo os mais ricos em F.T. e P.A’s. Verifica-se que a
composi¢do fendlica do extracto A parece ser bastante homogénea e de baixo peso molecular.
As fracgbes fendlicas dos extractos G e eH,O (Pinheiro ndo alterado) sdo relativamente
semelhantes as da A. No entanto, os ensaios TLC indicam que o eH,O parece ser mais
polimerizado. Por outro lado, os extractos G e eH,O apresentam teores fendlicos mais baixos.

A principal conclusdo a retirar serd o facto de se poder obter algumas certezas se estudarmos a
afinidade dos taninos purificados em relago aos reagentes nos diferentes métodos estudados,
cujas amostras serdo posteriormente analisadas através de anélise elementar de S (se o caso se
justificar), SEC, TLC, FTIR e possivelmente RMN, para uma caracterizagio completa.

Anexo - Parte Experimental

+ Reagentes e Materiais - Nos ensaios de TLC foram usadas placas de celulose microcristalina com suporte de poliéster e fluorescéncia
Polygram® CEL 400 UV254 da Macherey-Nagel, fornecidas pela Reagente 5. Usou-se ferrociancto de potassio da Aldrich; (-)-epicatequina,
cinamaldeido e reagente fenélico Folin-Ciocalteu da Fluka, Acido Cloridrico 37 %, p-a. ISO, Reag. Ph. Eur. da Riedei-de-Haén, (+)
catequina hidratada, acido gilico, vanilina da Sigma, foecidos pela Sigma-Aldrich; e 1-butanol p.a. ACS, IS0, icido sulfiirico 95-97 % p.a,,
carbonato de calcio p.a., cloreto de ferro (I) p.a., 4cido acético glacial 100 %, p.a. ACS, ISO da Merck e Metanol puro da Pronalab, estes
dois iltimos fornecidos pela Reagente 5.

¢ Equipamento - Para a anilise elementar utilizou-se um aparelho - EA 1108 CHNS-O FISONS INSTRUMENTS. Usou-se um
espectrofotometro UV-Vis Jasco V-530 nos ensaios colorimétricos.

* dimentos Experimentais - [Exiraccdes Alcalinas Aquosas Foi extraido 1 kg de casca (base seca) para cada condigdo com 5 1 de
licor. O residuo sélido foi separado da solugdo-extracto por centrifugacdo. O residuo sélido sedimentado foi lavado com 4gua quente e
centrifugado de novo, 3 vezes, ¢ as aguas de lavagem foram adicionadas a solugdc-extracto original. As condigdes de atomizag3o foram uma
temperatura do ar & entrada de 200 °C e uma temperatura 2 saida de 50 - 95 °C; @ O procedimento aplicado para o desenvolvimento de
TLC dos padrdes foi semelhante ao dos extractos. As solugdes de amostra foram preparadas de forma 2 que os limites de deteccdo dos
reagente cromogénicos sejam ultrapassados; no caso dos extractos foi necessario levar em conta os teores em F.T. e P.A.’s de cada um deles
estimados pelos métodos colorimétncos. Devido & espessura muito reduzida das placas foi necessdrio aplicar quantidades muito baixas de
amostra na placa, de forma a que a mancha inicial n3o se espalhe demasiado, 0 que iria comprometer a separacic dos vdrios componentes.
Foi aplicado | ul de amostra na posi¢do inicial, 5 vezes, sendo a placa seca entre cada aplicagdo, até se atingir um total de 5 ul
Posteriormente as placas foram introduzidas num reservatério fechado com a atmosfera saturada, e sujeitas a eluigdo ascendente dos dois
sisterna de solventes escolhidos: 1° BAW: 2* AcOH aquoso; em direc¢des perpendiculares. As placas foram secas em estufa {50-60 °C) entre
as eluicdes € no final. Em seguida foram sujeitas 4 aplicagdo de um revelador, sendo as manchas detectadas, assinaladas e os respectivos R¢'s
registados. Para o ensaio com amonia, as placas foram expostas a vapores de uma solugdo de hidroxide de amoénio a 30 %. As manchas s3o
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visiveis mesmo sem recurso a luz UV, O reagente Cloreto de Ferro I/Ferrocianeto de Potdssio foi preparado através da juncdo de volumes
iguais de solugdes aquosas 1 % de FeCl; ¢ 0.6 % de KsFe(CN)s ¢ foi utilizado de imediato. O reagente cinamaldeido/HCl foi preparado com
5 ml de cinamaldeido, 95 ml de etanol e § m! de Acido cloridrico concentrado. Depois de aplicado sobre a placa, esta foi aquecida a 65 °C
durante 3-10 minutos’. O ensaio da Vanilina/HC! foi realizado com uma solugdo fresca 10 g de vanilina em 100 ml de HCI 37 %. Apés a
pulverizagHio, as placas foram aquecidas até 120 °C de 5-10 min’; [Métodos de Andlise Quimica: O método de Folin-Ciocalteu usado foi
desenvolvido por Singleton & Rossi™. A reacelo da amostra com o reagente de Folin-Ciocalteu foi efectuada a uma temperatura de 50° C,
durante 5 min ¢ sob agitagio magnética. Adicionou-se a 0.50 ml de amostra, 2.50 ml de reagente Folin-Ciocalteu (diluido 10 vezes), apos 3
min adicionou-se 2.00 ml de carbonato de sodio de concentragio 75 g/l. Ao fim dos 5 min de reacgdo deixou-se a solugdo atingir a
temperatura ambiente, colocando o tubo de ensaio primeiro, num banho de agua fria durante 5 min ¢ depois & temperatura ambiente durante
15 min. Apés este tempo foi medida a absorvincia, para comprimento de onda de 760 nm, contra um branco constituido por reagente de
Folin-Ciocalteu ¢ carbonato de sodio. O método da Vanilina/H;SO, é baseado no proposto por Swain & Hillis', apesar de 0 mesmo método
ser agora também realizado com as amostras solubilizadas em metanol. Colocou-se | mi de solugo de amostra num tubo de ensaio ¢
adicionou-se 2 ml de reagente vanilina (1g/100m! H,S0.). Esta mistura foi colocada num banho de dgua & temperatura ambiente durante 15
min ao fim dos quais se leu a absorvincia para um comprimento de onda de 500 nm contra um branco constituido por dcido sulfirico ¢ dgua.
A absorviincia do rezgente vanilina e 4gua nas mesmas proporgdes que 2 mistura reaccional foi medida também contra o mesmo branco. Este
valor foi subtraido a0 obtido para a mistura reaccional. O método Vanilina/HCl em metanol ¢ baseado na variante melhorada proposta por
Broadhurst & Jones®, cujo procedimento é o seguinte: juntaram-se 0.5 mi de solugdo de amostra (em dgua ou metanol) 2 3 mi de reagente de
vanilina (4 % (w/v) de vanilina em metanol) ¢ 2 1.5 m! de HCI concentrado. A reacgdo decorreu durante !5 min. num banho & temperatura
ambiente ¢ com os tubos protegidos com papel de aluminio do efeito da luz. A absorvincia da mistura reaccional foi medida a A = 500 nm
contra um branco de uma amostra de dgua. Os ensaios do método Vanilina/HC! em acido acético glacial foram realizados exactamente da
mesma forms do que os anteriores, apenas com a alterag3io do solvente metanol por dcido acético glacial e da absorvincia passar a ser
medida a 510 nm’. Como algumas amostras ndo se solubilizam em acido acético, optou-se por realizar ensaios em que sio dissolvidas num
minimo de dgua ou metanol e posteriormente diluidas em cido acético glacial, numa proporgdo fixada em 1:99. Todos os ensaios quimicos
de analise de padrdes ou amostras foram realizados em duplicado. sendo considerado o valor médio, no caso de ensaios concordantes;
' Uma parte da amostra foi moida num almofariz de 4gata até se obter um pd homogéneo. Posteriormente, foi seca numa
estufa de vicuo na presenga de pentoxido de fésforo. Pesou-se 2 a 3 mg de amostra seca e colocou-se dentro de capsulas de estanho 4 qual se
adicionou também pentoxido de vanadio. A cdpsula foi fechada e pressionada para remog¢3o do ar no interior da mesma. O padrio com um
teor de S de 7.44 % foi preparado de modo idéntico, tendo sido utilizados para calibrar o aparelho. Utilizou-se uma coluna S (apenas para
quantificacdo de enxofre).
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