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RESUMO

A presente dissertagdo visa realizar a extracdo e quantificacdo de taninos presentes na
casca do pequi, utilizando uma nova proposta de andlise baseada em métodos
eletroquimicos. Os extratos foram preparados com agua em banho maria a 60°C por 60
min. utilizando a casca de pequi crua triturada. A técnica eletroquimica utilizada foi
Analise por Injecdo em Batelada (BIA) com deteccdo Amperomeétrica de Mdltiplos Pulsos
(AMP) e eletrodo de trabalho impresso em 3D fabricado utilizando filamento
termopléastico condutivo (PLA-carbon black) a fim de desenvolver um método sensivel e
de baixo custo.

Palavras-chave: Compostos fendlicos. Eletrodos impressos em 3D. Filamentos
condutivos. Métodos eletroquimicos.



ABSTRACT

The actual dissertation aims to extract and to quantify the tannins present in the pequi
hulls, using a new proposal of analysis based on electrochemical. The extracts were
prepared with water in a water bath at 60°C for 60 min using crushed raw pequi hulls.
The electrochemical technique used was Batch Injection Analysis (BIA) with Multiple
Pulse Amperometric (AMP) detection and 3D printed working electrode manufactured

using conductive thermoplastic (PLA-carbon black) to develop a sensitive and low-cost
method.

Keyword: 3D printed electrodes. Conductive filaments. Electrochemical methods.
Phenolic compounds.
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INTRODUCAO GERAL

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) é uma espécie nativa do cerrado que
apresenta um fruto, o pequi, com pericarpo (casca) esverdeado, polpa amarela alaranjada
e améndoa coberta com espinhos finos de 2 a5 mm de comprimento (BATISTA; SOUSA,
2019). A casca ou pericarpo, conjunto do exocarpo e mesocarpo, corresponde a 76,7 %
do fruto (MONTEIRO et al., 2005), parte que na maioria das vezes é descartada,
consumindo somente a polpa, ela pode ser reaproveitada por meio da maceracao,

produzindo tanino.

Os taninos possuem propriedades caracteristicas, tais como habilidade em formar
complexos com proteinas e outras macromoléculas e minerais, podendo ser empregados
nas industrias de curtimento de couro, anticorrosivos, producdo de cola, producdo de

plasticos, bebidas e, também como floculantes para tratamento de efluentes.

A quantificacdo dos taninos geralmente ocorre pelo método do indice de Stiasny
(JOAO; JUNIOR, 2019) ou por métodos espectrofotométricos (BOONKORN;
CHUAJEDTON; KARUEHANON, 2020). O indice de Stiasny calcula o percentual de
tanino condensado contido nos extratos pela razdo entre a massa de tanino e a massa dos
extrativos totais. Nos métodos espectrofotométricos a quantificacdo é caracterizada pela
absorbancia lida no espectrofotdmetro e a curva calibrada pela leitura do padrdo de
acido tanico. Tais métodos, no entanto, requer uso de reagentes (solventes) organicos de

elevada toxicidade e, ou de custo elevado (alta pureza).

Nesse contexto, estudos para o desenvolvimento de métodos que possibilitem
analises a um custo menor, com elevada frequéncia analitica e a manutencéo da qualidade
dos resultados sdo de grande importancia. O uso de eletrodo de trabalho fabricado por
tecnologia de impressdo 3D e método de Analise por Injecdo em Batelada (BIA) com
deteccdo amperomeétrica apresentam caracteristicas apropriadas para o desenvolvimento
de métodos de analise com as seguintes caracteristicas: portabilidade (implementavel em
laboratdérios com pouca infraestrututra), baixo custo, sensibilidade nas determinagdes,
elevada frequéncia analitica, consumo minimo de reagentes e amostras e, portanto,

geragdo minima de residuos.
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PROBLEMA

A casca do Pequi apesar de suas possiveis aplicagdes como fonte para producéo
de farinhas e tinta para tingimento, geralmente é descartada, consumindo somente o fruto.
Durante a safra do pequi (outubro a janeiro) o comércio na cidade de Rio Verde gera
grande quantidade deste residuo, que é descartado no aterro controlado da cidade. Sabe-
Se que essa casca possui em sua composi¢do compostos fendlicos denominados taninos,
e ideias de aproveitamento deste material, como a aplicacdo do tanino extraido para
producdo de espumas fendlicas a fim de utiliza-lo na horticultura ou para coagulantes no
tratamento da agua, trariam beneficios ambientais e econdémicos. Estes compostos
possuem caracteristicas diferentes, a depender do tipo de matéria-prima, idade da planta,
e ou variagdo temporal, dificultando a existéncia de um modo padrdo de extracdo e
quantificacdo. Os métodos tradicionais de quantificacdo requerem o uso de reagentes
(solventes) orgéanicos de elevada toxicidade e, ou de custo elevado (alta pureza). A
proposta de métodos de baixo custo para a extracdo, melhora a capacidade de
aplicabilidade do tanino extraido, tornando o uso das cascas ambientalmente e

economicamente viavel.
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HIPOTESES

Hipotese 1: ha quantidade significativa de tanino presente na casca do
pequi.

Hipdtese 2: a extracdo de tanino da casca do pequi pelo método liquido-sélido é
eficiente.

Hipodtese 3: a quantificacdo analitica proposta € eficaz para determinar o teor de

tanino presente na casca de pequi.

Hipdtese 4: a quantificacdo de tanino pelo método analitico foi igualmente, ou

superior ao método espectrofotométrico UV-Vis Folin Denis.

OBJETIVOS

O objetivo geral desse projeto € desenvolver uma nova analise usando a técnica
de analise por injecdo em batelada (BIA) com deteccdo amperométrica e eletrodo
impresso por tecnologia 3D como eletrodo de trabalho para a quantificacdo de taninos

em extratos obtidos da casca de pequi.

Para isso, alguns objetivos especificos sdo propostos: identificar os pontos de
coleta da casca de pequi; realizar a extracdo do tanino; quantificar o tanino pelo método
espectrofotométrico UV-Vis Folin Denis; quantificar o tanino pelo método analitico
proposto; avaliar a confiabilidade dos resultados utilizando testes estatisticos (teste t e
teste f).

15



REVISAO DE LITERATURA

1.1. Pequi Caryocar brasiliense, Camb.

O pequizeiro (Caryocar brasiliense Camb.) é uma espécie nativa do cerrado,
conhecido popularmente como piqui, pequia, améndoa de espinho, grdo de cavalo ou
améndoa do Brasil e é encontrado nos estados do Par4, Mato Grosso, Goids, Distrito
Federal, Sdo Paulo, Minas Gerais e Parana, Piaui, Ceara e Maranhdo (DE LIMA et al.,
2007). Apresenta um fruto, o pequi, com pericarpo (casca) esverdeado, polpa amarela
alaranjada e améndoa coberta com espinhos finos de 2 a 5 mm de comprimento
(BATISTA; SOUSA, 2019).

O principal uso do fruto é na alimentacdo das populagdes locais, em diversificadas
receitas. A polpa do pequi contém boa quantidade de éleo comestivel e € rico em vitamina
A e proteinas, transformando-se em importante complemento alimentar (ROESLER et
al., 2007).

Mesmo com diversas aplicacfes e o alto consumo do pequi no periodo da safra,
ndo ha o plantio comercial da espécie, sendo estritamente extrativista. Esse tipo de
extrativismo gera importante renda para todos os envolvidos no processo. Os frutos,
apos a maturacdo, caem e sdo colhidos no chdo, porém para se evitar o0 processo de
deterioracdo para o uso comercial, alguns catadores fazem a derrubada dos frutos que

ainda ndo estdo maduros, gerando problema de méa qualidade do fruto.

A casca ou pericarpo, conjunto do exocarpo e mesocarpo, corresponde a 76,7%
do fruto (MONTEIRO et al., 2005), parte que na maioria das vezes é descartada,
consumindo somente a polpa. BORBA et al., (2019) estudaram o uso de cascas de pequi
como bioadsorvente para remocdo do glifosato presente em meio aquoso, 0s resultados
demonstraram que o glifosato foi rapidamente adsorvido, mostrando ser uma alternativa

promissora de baixo custo.
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1.2. Taninos

Taninos podem ser definidos como “compostos polifendlicos sollveis em agua de
ocorréncia natural com um peso molecular entre 500 e 30009, capazes de precipitar
alcaloides, bem como gelatina e outras proteinas de solu¢des aquosas (DE HOYQOS-
MARTINEZ et al., 2019). As principais caracteristicas dos taninos estdo relacionadas
com sua natureza fendlica, sendo uma delas a sua capacidade antioxidante, ligada aos
anéis fenolicos presentes em sua estrutura, que podem atuar como sequestradores de
elétrons para capturar fons e radicais (DE HOYOS-MARTINEZ et al., 2019).

Essa caracteristica faz com que os taninos sejam utilizados em diferentes areas,
como a industria farmacéutica (BONDAM et al., 2022; KHAN; AKHTAR, 2022),
médica (PIWOWARSKI; KISS; KOZLOWSKA-WOJCIECHOWSKA, 2011;
RAJASEKAR et al., 2021) ou alimenticia (BUYSE et al., 2021; TORRES et al., 2022).
Sua aplicacdo no curtimento de couro (GUO et al., 2020) existe ha varios anos, uma das
vantagens do seu uso para este fim, diz respeito ao meio ambiente, em relacdo aos agentes
de curtimento sintético, o tanino vegetal tem a vantagem de ser de matéria-prima

renovavel e menos poluidora.

Os taninos geralmente sdo divididos em dois grupos: 1. Hidrolisaveis, que sdo
heteropolimeros compostos de acidos polifendlicos e seus derivados, esterificados em
poliol que geralmente é um carboidrato; e 2. Condensados, cuja estrutura é composta
exclusivamente de (epi) catequinas designadas como procianidinas (DE HOYOS-
MARTINEZ et al., 2019).

1.3. Analise por injecdo em batelada (BIA)

A anélise por injecdo em batelada & um procedimento alternativo para a realiza¢éo
de anélises simples e rapidas. A técnica consiste em uma injecdo da amostra com uma
micropipeta, que pode ser manual ou eletrénica (sendo a Gltima mais indicada para que a
operacdo seja altamente reprodutivel), na superficie de um eletrodo de trabalho
(configuracao do tipo wall-jet) imerso em grande volume de solucéo inerte (deteccédo
eletroquimica) (PEREIRA, 2016).

De acordo com Pereira, (2016) a técnica apresenta varias vantagens, como: baixo
custo, consumo reduzido de reagentes e amostras, minima geragdo de residuos, elevada
frequéncia analitica, simplicidade e boa repetibilidade. Outras vantagens sdo adicionadas

quando o sistema BIA é combinado com deteccdo eletroquimica (amperometria,

17


https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/polyphenolic-compound
https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/alkaloid
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/ion-trap
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/polyols

potenciometria ou voltametria), como a facilidade de uso em laboratérios com
infraestrutura minima ou em analises em campo, além da dispensa de utilizacdo de

reagentes de alta pureza.

1.4. BIA com deteccdo amperométrica

Detectores amperométricos podem ser acoplados a sistemas BIA, trazendo
vantagens na seletividade e sensibilidade (com detecgdes de baixas concentragdes).
Porém, durante a analise alguns problemas podem surgir, como a contaminacdo do
eletrodo através de impurezas e subprodutos que comprometem a repetibilidade do sinal

analitico.

As técnicas amperométricas pulsadas contornam de forma simples a limitagdo da
deteccdo amperométrica convencional em relagdo a estabilidade do sinal eletroquimico,
pois permite a realizacdo de limpeza eletroquimica (aplicacdo de pulso de potencial de
limpeza) durante toda andlise (PEREIRA, 2016). Essa vantagem do método MPA de
limpar in situ e reativar a superficie do eletrodo durante a detec¢do eletroanalitica é por
causa dos diferentes programas de trabalho aplicados, em que o potencial de medicdo é
mantido por um curto periodo de tempo (pulso de medicdo) e apo6s ha o pulso de limpeza
do eletrodo (BEBESELEA et al., 2010), isso faz com que a sensibilidade e a
repetibilidade da resposta sejam consequentemente melhoradas.

Outra vantagem do método é a deteccdo simultdnea de mais de um analito de
interesse, que normalmente, é realizado um pré-tratamento da amostra como por exemplo
a separacdo por HPLC dos analitos de interesse ou de uma modifica¢do no eletrodo de
trabalho. Todavia, no seu estudo Bavol et al., (2018) conseguiram detectar tBHQ, PG e
BHA separadamente em uma Unica etapa de injecdo em um eletrodo de carbono vitreo
sem a necessidade de uma separagdo preliminar. Pelo fato que ao aplicar uma onda
potencial adequada, ou seja, uma sequéncia adequada de pulsos, pode-se distinguir 0s
analitos de uma mistura, sem qualquer modificacdo do eletrodo ou pré-tratamento da

amostra.

Alguns parametros influenciam no desempenho do sistema como a distancia entre
0 eletrodo de trabalho e a ponteira da micropipeta, o volume e a velocidade de injecdo.
Sabe-se que para distancias menores que 2 mm, a corrente tende a ser menor, a medida
que vai aumentando, a corrente aumenta até certa distancia, aproximadamente 2 a 3 mm

(PEREIRA, 2016) estabilizando no seu maximo, apos esse valor a corrente volta a reduzir.

Os parametros de velocidade e o volume de injecdo sdodependentes, e a aquisi¢do



de corrente pode ser comprometida se o volume de injecdo for muito pequeno, ou a
velocidade de injecdo seja muito grande, isso é explicado pelo aumento da sensibilidade
com o aumento da velocidade de injecéo e de acordo com Pereira, (2016) em volumes de
injecdo de 150 e 200 pL, a corrente € amostrada mais vezes na regido de corrente

méaxima de cada pico (sinal transiente) e melhor repetibilidade pode ser obtida.

1.5. Eletrodo impresso por tecnologia 3D

Nos ultimos anos a area da quimica analitica vem buscando o uso de tecnologias
e dispositivos de baixo custo e confidveis para atender suas demandas. Os eletrodos
impressos por tecnologia 3D tém surgido como interface inovadora para anlises
eletroquimicas pela viabilidade da sua producéo utilizando filamentos condutores, como

os de acido polilatico (PLA) e acrilonitrila butadieno estireno (ABS).

No entanto, a maioria dos sensores eletroquimicos impressos em 3D precisam ser
pré-tratados antes do uso devido ao excesso de PLA que pode obstruir as nanofitas de
grafeno condutor nasuperficie do eletrodo impresso em 3D (CARDOSO et al., 2020a).
ROCHA et al., (2020), demonstraram que um tratamento eletroquimico simples com
solugdo de NaOH 0,5 mol L™ melhorou significativamente a resposta eletroquimica de

eletrodos impressos em 3D fabricados com filamentos de PLA condutores.

CARDOSO et al., (2020a) demonstraram que o tratamento combinado por
polimento mecénico seguido de imersdo em solvente melhora o desempenho
eletroquimico do sensor G-PLA impresso em 3D. CARDOSO et al., (2020b) fabricaram
um eletrodo usando uma caneta 3D, e mostraram que além de ser de baixo custo, em
relacdo a precisao, o eletrodo fabricado apresentou excelente desempenho, melhor que
um de carbono comercial, mesmo considerando que o procedimento proposto envolve o

manuseio de caneta 3D.

Os filamentos condutivos, como o proprio nome diz, sdo compostos por um
material capaz de conduzir corrente. Suas aplicacGes sdo bastante comuns na industria
eletronica, para impressdes de placas Arduino, baterias, teclados digitais, e também na
eletroquimica, com a producao de eletrodos de trabalho (HAMZAH et al., 2018).

Os materiais mais comuns usados na producdo destes filamentos no mercado séo
a base de carbono, grafeno (Black Magic®) e negro de fumo (Proto-Pasta®) (FLOWERS
et al., 2017) misturados com materiais termoplasticos, como o acido polilatico (PLA
condutivo)(STOPFORTH, 2021) e acrilonitrila butadieno estireno (ABS).

Na literatura ha relatos de trabalhos propondo o uso de outros materiais para a
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producdo de eletrodos eletroquimicos impressos, com o0 uso de ago inoxidavel para
impressdo e depois galvanizados com ouro (Au) (HO; AMBROSI; PUMERA, 2018) e
demais metais, como a zirconia para producéo de filamentos(YAKIMOV et al., 2021) ou
perovskita dopada com aluminio(ALSUWIAN et al., 2021).

Os filamentos condutivos podem ser usados para impressdes 3D de eletrodos de
trabalho para analises eletroquimicas, tais eletrodos possuem vantagens de baixo custo de
producéo em relagdo aos eletrodos comerciais. Entretanto, € um material descartavel, uma
vez que apresenta contaminacéo e reducdo da sua capacidade de conduzir corrente, outro
fator a ser observado é em relacdo ao envelhecimento do filamento, através do estudo de
caso, Kalinke et al., (2022) identificaram que o envelhecimento prejudica o desempenho
dos sensores através da verificacdo da reducdo da reprodutibilidade intra-dia (intradia)
dos eletrodos produzidos com filamento de trés anos.

Os eletrodos impressos em laboratério além de vantajoso em relacéo a facilidade
do processo de impressao, por exemplo, 0 impresso para essa pesquisa, levou 11 minutos
para ser impresso, possuem o gasto minimo de filamento, gastando neste experimento a
quantidade de 0,59 g de filamento com dimensdes de 230,9 mm, saindo a R$0,70 a peca,

confirmando o baixo custo de analise.

Este eletrodo é descartavel, pode ser usado mais de uma vez visto que podem usar
os dois lados de impressdo, porém desvantagens como a contaminacdo e, também a
resisténcia do material, que ao longo do uso podem demonstrar rachaduras, faz com que
Seu uso por mais de 2 vezes se torne invidvel. Porém ao custo de R$ 0,70 cada eletrodo e
podendo na mesma analise quantificar mais de uma amostra se torna uma forte proposta

ambientalmente e economicamente viavel.
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RESUMO

Taninos sdo compostos fendlicos provenientes do metabolismo secundério das plantas,
podendo ser encontrados em sementes, frutos e cascas. Estes compostos tém atraido
atencdo para diversas pesquisas, uma vez que sao abundantes na natureza e possuem
varias aplicagdes tais como curtimento de couro, anticorrosivos, produgdo de cola, de
plasticos, de bebidas e tratamento de efluentes. Porém, como apresentam variedade em
sua composicao quimica, € possivel encontrar na literatura diferentes técnicas de extracéo
e quantificacdo destes compostos. Este artigo de revisdo tem como objetivo, apresentar
as principais técnicas de extracdo e quantificacdo de taninos obtidos a partir de diferentes
matérias-primas, na intencdo de realizar uma comparacao entre os métodos, bem como
vantagens e desvantagens de cada um. Para isso. estudou-se alguns periddicos retirados
de bases das seguintes bases de indexacdo, Scopus e Scielo, e importados para o
gerenciador de referéncia Mendeley ©.

Palavras-chave: compostos fendlicos; extrato tanico; indice de Stiasny; métodos
extrativos.
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ABSTRACT

Tannins are phenolic compounds from the secondary metabolism of plants and can be
found in seeds, fruits and hulls. These compounds have attracted attention for several
researches, since they are often found in nature and have several options for leather, anti-
corrosion applications, glue production, plastics, effluent treatment. However, as they
present variation in their chemical composition, it is possible to find different techniques
and methods for its quantification. This review article aims to present the main techniques
for extracting and quantifying tannins obtained from different raw materials, in order to
compare the methods, as well as the advantages and disadvantages of each one. For this,
some journals taken from the following index bases, Scopus and Scielo, were studied and
imported into the Mendeley © reference manager.

Keyword: extractive methods; phenolic compounds; Stiasny index tannic extract.
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1.1 INTRODUCAO

Taninos sdo polifendis de alto peso molecular, encontrados em varias partes de
plantas, tais como casca, raiz, folhas, madeira e frutas (MORBECK et al., 2019). Esses
compostos sdo amplamente utilizados nas industrias de curtimento de couro (Guo et al.,
2020), clarificagdo de vinho e cerveja, adesivos de madeira (PING et al., 2011) e como
coagulante natural no tratamento da agua (JOAO; JUNIOR, 2019). Os estudos relatam a
diversidade de espécies que possuem taninos em sua composicéo, como Eucalyptus bark
(SANTIAGO et al., 2019), Anadenanthera peregrina (SOUSA et al., 2019), sendo as
mais comuns para a industria a Acacia (WINA; SUSANA; TANGENDJAJA, 2010) e
quebracho (DE AZEVEDO et al., 2015).

O processo de extragdo é uma etapa muito importante na obtencdo do tanino,
podendo ser realizado a frio (SARTORI; CASTRO; MORI, 2014) ou a quente (GALVAO
etal., 2018; ZEVALLOS, 2018), porém, o0 aumento da temperatura aumenta a velocidade
de algumas reacdes, entretanto temperaturas muito altas podem degradar algumas
substancias. O tipo de extracdo mais comum é o solido-liquido, com solventes polares
como a agua, metanol e acetona ou uma mistura destes. Pode ocorrer a adigdo de sais
como o sulfito de sodio que além de auxiliar no processo extrativo, aumenta o pH do
extrato que influencia no processo de aplicacdo do tanino para fabricacdo de adesivos.
Métodos como o Soxhlet ou ultrassom, e micro-ondas podem ser usados influenciando
na reducdo do tempo de extracéo.

A quantificacdo dos taninos geralmente ocorre pelo método do indice de Stiasny
(JOAO; JUNIOR, 2019) ou por métodos espectrofotométricos (BOONKORN;
CHUAJEDTON; KARUEHANON, 2020). O IS calcula o percentual de tanino
condensado contido nos extratos pela razdo entre a massa de tanino e a massa dos
extrativos totais. Nos métodos espectrofotométricos a quantificagdo é caracterizada pela

absorbancia lida no espectrofotobmetro e a curva calibrada pela leitura do padréo.

Outros métodos que vem sendo estudados para quantificacdo de taninos séo os
métodos eletroquimicos, como amperometria (SU; CHENG, 2015) voltametria ciclica
(SANCHEZ ARRIBAS et al., 2020) e voltametria de onda quadrada (PIOVESAN et al.,
2017) suas vantagens revelam que essas técnicas sdo consideradas rapidas e sensiveis,

possuem alta portabilidade e baixo consumo de amostra e reagentes.

Neste trabalho é realizada a revisdo bibliografica, buscando identificar as
metodologias desenvolvidas ao longo dos ultimos 10 anos para extracéo e quantificagdo

de taninos em diferentes espécies vegetais.
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1.2 MATERIAL E METODOS

Os diferentes passos seguidos para a realizacdo deste artigo de revisdo sao
demonstrados nesta secdo, desde a busca, até a selecao e analise de artigos. Na preparacao
desta revisdo foram selecionadas duas bases de dados bibliograficas: Scopus e Scielo. A
selecéo dos trabalhos publicados foi refinada da seguinte forma: primeiro foi realizada a
busca geral envolvendo dois topicos principais deste trabalho, extracdo e quantificacéo
de taninos, num periodo de 10 anos (2011-2021), obtendo 24 artigos na Scielo, 80 na
Scopus e, posteriormente, para cada base de dados foram selecionados os artigos de maior
relevancia, excluindo alguns apdés a leitura do titulo e outros ap6s a leitura do resumo ou
do artigo na integra. Dessa forma, foram selecionados 2 artigos para estudar os métodos
de extracdo e de quantificacdo de taninos, objetivando a comparacdo entre as diferentes
metodologias e a avaliacdo de seus principais pontos fracos e fortes. No intuito de
complementar os dados de quantificacdo eletroquimica trés foram selecionados da base
de dados do Science Direct. Por fim, os artigos mais relevantes foram importados para o
sistema de gerenciamento de referéncia Mendeley © para eliminar artigos duplicados

totalizando no final 31 artigos

1.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Tipos de Extracdo

A extracdo de taninos € uma etapa importante, uma vez que podem ocorrer variagoes
ou rearranjos em suas propriedades e estrutura, respectivamente, durante a realizacéo
dessa etapa (MORBECK et al., 2019). Inicialmente faz-se a coleta e, na sequéncia, a
amostra passa por uma dessecacéo e trituracdo. A dessecacdo tem por objetivo reduzir
a umidade, diminuindo a acdo de enzimas e proliferagdo microbiana, além de facilitar o
processo de trituracdo que tem por finalidade obter a menor granulometria, aumentando
a superficie de contato e, consequentemente, a eficiéncia do processo extrator. O
rendimento da extracdo com relacdo ao tipo, solvente, tempo e temperatura utilizados, é

apresentado na Tabela 1.
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Tabela 1- Rendimento da extracdo com relagéo ao tipo, solvente, tempo e temperatura utilizados.

Tipos de extracdo e rendimentos

Extracéo Solvente Temperatura Tempo Rendimento Ref.
Solido- Agua Banho-maria 180 min E.compactum Lisperguer
liquido destilada 83,5°C -11,1% Saravia;
(1:13) S skinnei ] Vergara,
20,9% 2016
Ultrasso Etanol/ _ 10 min Frutos de Martins et
m agua Dipteryx al., 2013
alata Vogel -
33,70+0,02 %
Sélido- H2O0+ Refluxo por 2 horas Mesocarpo de Morbeck et
Liquido > 80°C coco verde -1, 2019
(10g/150 Na 2 SO 330
ml) 3
Soxhlet e Metanol/ Temperatura de 3 a 9 Rhizophora Muhayyidi
fervura agua/ ebulicéo horas Mucronata n et al
acetona/ 2897 +18% (2018)
tolueno
Sélido- acetona / Temperatura 20 min Castanheiro Panzella et
liquido agua/ ambiente 11% e al., 2019
1: 500 acido quebracho
acético 28%
Solido- Etanol / Maceracéo 72 horas Casca de A. Santos et
liquido agua occidentale - al., 2011
(1:15) (70%) 5,34 £0,07 %
Solido- Metanol/ Maceracdo a 4 horas Cascas de Sartori;
liquido agua frio angico- Castro;
(200g/ (50%) vermelho Mori, 2014
10ml) 12,05 %
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Soélido- 3% Banho-maria 3 horas Casca Sousa et
liquido sulfito de 70°C Curupay - al., 2019
(1:15) sodio 14.79 + 0.35
(NazS0s3) %
Solido- Agua + Refluxo 2 horas Casca de Vieira;
liquido 5% Pinus Lelis;
sulfito de oocarpa - Rodrigues,
sodio 27,09% 2014
(NazS0:s)
Soélido- Etanol Macergéo 24 horas Desmodium - Zevallos,
liquido 70 °C 517+ 0,10 g 2018
(100g/ ATE / 100 g
1L) de planta

No processo de extracdo de compostos fenodlicos, alguns fatores importantes
devem ser considerados, como tamanho de particula, polaridade do solvente, acidez do
meio, sistema de agitacdo, método de extracdo, temperatura e tempo de contato
(MARTINS et al., 2013). A extracdo de taninos pode ocorrer na forma solido-liquida, em
que a fracdo solida do material, em contato com o solvente, é dissolvida e retirada na

forma de extrato.

Como os taninos sdo moléculas polares, sua extracdo é simples devido a sua
solubilidade em solventes organicos polares e agua. Ha varios solventes que podem ser
empregados: etanol (ZEVALLOQOS, 2018), metanol e &gua (SARTORI; CASTRO; MORI,
2014), acetona e agua (PANZELLA et al., 2019). Alguns estudos usam a agua como
solvente (ALVES et al., 2015; LISPERGUER; SARAVIA; VERGARA, 2016), pelo

fato de ser mais econémica e bastante eficiente, aléem de ser ambientalmente mais limpa.

O valor de pH se torna de grande importancia na reatividade dos taninos,
principalmente para uso como adesivos, pois a acidez interfere nareagdo de condensacgao
do tanino com o formaldeido. Nota-se aumento no pH dos extratos com a adi¢do dos
sais e um caréater acido nos taninos em extratos aquosos (VIEIRA; LELIS; RODRIGUES,
2014).



A extracdo aquosa de taninos condensados na presenga de sulfito de sodio é
chamada sulfitacdo, sendo especialmente adequada para a produgdo de extratos tanicos
destinados a sintese de adesivos (VIEIRA; LELIS; RODRIGUES, 2014). De acordo com
Sousa et al., (2019), uso do sulfito de sddio acrescido de agua para extrair o tanino
aumentaria a superficie de contato entre os taninos e o solvente, aumentando a eficiéncia
da extracdo. O resultado do estudo demonstrou que baixas doses de sal extrator e curtos
tempos de extracdo ndo sdo suficientes para extrair grandes quantidades de taninos,
enguanto longos periodos de extracao e grandes concentragdes de sal causam depreciacao
dos taninos e maior extracdo de componentes nao taninos, resultando também em menor
gravimetria (SOUSA et al., 2019).

Alguns estudos demonstraram que os melhores rendimentos de taninos, e
relativamente um baixo percentual de ndo taninos, foicom a extracdo utilizando sulfito de
sodio a 5% (MORBECK et al., 2019; VIEIRA; LELIS; RODRIGUES, 2014).

Além do solvente ideal, outros fatores que influenciam no processo extrativo sao
a temperatura de extracdo e o tempo de contato. Métodos convencionais de extracdo como
aquecimento, fervura ou refluxo, podem ser utilizados na extragdo de produtos naturais,
as desvantagens sdo a perda de substancias de interesse pela hidrélise, oxidacdo e

ionizacao durante o processo extrativo (MARTINS et al., 2013).

Hé& variedade de extracdo na literatura envolvendo a temperatura e tempo de
extracdo, algumas com o uso autoclave a 80°C (MORBECK et al., 2019), uso de banho-
maria a 83,5°C (COLIN-URIETA; OCHOA-RUIZ; RUTIAGA-QUINONES, 2013),
além de pesquisas que fazem a extracdo por maceracao a frio (SARTORI; CASTRO;
MORI, 2014). O mesmo ocorre para 0 tempo de extracdo, ha estudos com tempo de
refluxo de 30 min (ROMERO; DOMINGUEZ; GUZMAN, 2014) e a maceragéo em 72
horas (SANTOS et al., 2011).
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A extracdo de Soxhlet € um método bem conhecido para a extracdo de liquidos-
solidos, como vantagem esse método é intermitente, ndo ha o contato direto do solvente
em ebulicdo com a amostra, descartando a filtracdo apds o processo, como desvantagem

podendo citar a saturacdo do solvente que dificultaria o processo extrator.

A extracdo Soxhlet pode ser modificada com adicdo de banho termostatico na
camara de Soxhlet e sonda ultrassdnica, ou assistida por micro-ondas, que tem como
vantagem a reducédo do ciclo de extracdo. Porém, Muhayyidin et al., (2018) escolheu a
extracdo convencional de Soxhlet porque, em termos de rendimento, ela produz resultado
mais eficaz comparadaa assistida por ultrassom e micro-ondas para extragdo em um

estagio.

Martins et al., (2013) realizou uma extracao de tanino pelo método assistido por
ultrassom, no qual as forcas de cisalhamento criadas pela cavitacdo ultrassénicas quebram
as paredes das células mecanicamente, permitindo maior penetragdo do solvente e
aumenta a superficie de contato entre a fase sélida e a liquida, resultando na difuséo do
soluto da fase solida para o solvente. Uma das vantagens do uso do ultrassom (método
fisico), ao invés dos métodos quimicos, € que ele é ambientalmente mais limpo e fornece
possibilidades para processos energeticamente mais eficientes (SIVAKUMAR et al.,
2018).

Para um eficiente processo de extracdo, sdo necessarios estudos isolados de
aprimoramento com avaliacdo das diferentes variaveis que influenciam no processo,
visando a diminuicdo de custos, matérias-primas, producdo mais limpa e,

consequentemente, reduzindo o impacto ambiental.

Tipos de Quantificagéo

A concentracdo de taninos é altamente variavel, dependendo da espécie, tipo de
tecido, cultura, estado de desenvolvimento e condi¢cdes ambientais (ZEVALLOS, 2018).
Esses fatores séo relevantes, pois influenciam nos processos de extragdo e quantificagao.
De acordo com Sartori et al., (2014), arvores mais novas sintetizam compostos fenolicos
mais simples, & medida que aumenta sua idade aumenta a polimerizacdo destes compostos
formando os polimeros, que sdo os taninos e a lignina, e esta polimerizacdo tende a se
estabilizar e diminuir ao longo da idade da arvore.

De Azevédo et al., (2015) encontraram maior teor de taninos condensados no més
de dezembro quando as plantas encontravam com a presenca de folhas verdes e menor

teor de taninos em agosto, més que a planta apresentou presenca de frutos verdes, porque
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que os taninos podem se translocar para os frutos, como mecanismo de defesa da planta
contra insetos. Sdo varias as metodologias para quantificacdo de compostos fenolicos em
laboratério, destacando-se os ensaios de precipitacdo de metais ou proteinas, e 0s ensaios
colorimétricos (SARTORI; CASTRO; MORI, 2014).

Na literatura sdo encontradas diversas pesquisas que usam como método de
quantificagdo o indice de Stiasny (SI) (MORBECK et al., 2019, SOUSA et al., 2019), a
qual expressa o conteudo de polifendis no extrato e apresenta como vantagem, facil
execucao. O numero Stiasny é a razdo entre o precipitado formado em relagdo ao total
de sélidos e corresponde a porcentagem de taninos condensados no extrato (ROMERO;
DOMINGUEZ; GUZMAN, 2014). Representa o percentual de taninos condensados
existentes no extrato proveniente da reacdo de Stiasny, a qual € realizada em meio de
formaldeido e &cido cloridrico (VIEIRA; LELIS; RODRIGUES, 2014).

Apds a reacdo o material é filtrado e seco, até atingir massa constante e o indice
pode ser calculado através da divisdo da massa seca do precipitado tanino-formaldeido
pela massa total de solidos do extrato. Obtém-se também o rendimento gravimétrico em
taninos condensados através do produto do rendimento de solidos totais pelo indice de
Stiasny e o rendimento dos componentes nao taninos pela diferenca do rendimento de

solidos totais e o rendimento gravimétrico de taninos condensados.

Outro método de quantificacdo é por difusdo radial, que apresenta como vantagem
a ndo interferéncia de fenois ndo tanicos, como flavonoides, acidos benzoicos ou acidos
hidroxicinamicos, no ensaio, como acontece pelo indice de Stiasny. (SARTORI;
CASTRO; MORI, 2014). Esse método é simples, sensivel e especifico, e fundamenta-se
na propriedade gue os taninos complexam proteinas. Quando o tanino entra em contato
com um gel contendo proteina, ha a formacdo de um precipitado visivel. O gel pode ser
preparado com agarose em solucdo de acido acético e de acido ascérbico e o resultado
expresso de forma semelhante aos métodos de Folin-Denis e Folin-Ciocalteau. O método
é geralmente aplicado quando héa analise de grande nimero de amostras (SANTOS et al.,
2014) e nédo necessita de equipamentos sofisticados (SARTORI; CASTRO; MORI,
2014).

Métodos espectrofotométricos na regido UV, como o método colorimétrico de
Folin-Ciocalteu, também sdo propostos para a quantificagdo de taninos. A reagdo de
Folin-Ciocalteu é resultado de oxidacdo inespecifica com polifendis, e a coloragdo e
intensidade observadas apds a reagdo ndo correspondem exclusivamente aos taninos
(GALVAO et al., 2018). Assim é necessaria a segunda etapa para a complexacio do
tanino. A quantificacdo dos taninos totais € obtida subtraindo as absorbancias dos fenois
totais e dos fendis residuais (ZEVALLOS, 2018).
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Uma das vantagens da metodologia de Folin- Ciocalteu é que utiliza menor
quantidade de reagentes, resultando em menor custo e menor geracdo de residuos
quimicos (JARAMILLO etal., 2016). Santos et al, (2011) realizou a quantificacdo através
do método de Folin-Ciocalteau adaptado, em que o total de taninos foi obtido por

precipitacdo quimica de caseina.

Outro método espectrofotométrico é através da catequina como padrdo, em que
teor de taninos é obtido apartir da plotagem do valor observado em curva de calibragdo
previamente realizada utilizando catequina (MORAIS et al., 2016). Nesse estudo, o autor
mediu a absorbancia em espectrofotobmetro a 500 nm das amostras, como ja havia
realizado a curva padrdo com a catequina, descobriu-se através da absorbancia o valor da

concentracdo dos taninos extraidos.

Técnicas eletroanaliticas, como amperometria (SU; CHENG, 2015), voltametria
ciclica (SANCHEZ ARRIBAS et al., 2020) e voltametria de onda quadrada (PIOVESAN
etal., 2017) também podem ser utilizadas para quantificacdo de taninos. Como vantagens
essas técnicas sdo consideradas rapidas e sensiveis, com limites de deteccdo que podem
ser comparados aos das técnicas cromatogréficas e espectroscopicas, alta portabilidade e

baixo consumo de amostra e reagentes.

Nesses métodos, a deteccdo do analito de interesse ocorre pela leitura da corrente
em funcdo de um potencial aplicado, sendo que na voltametria esse potencial sofre

variacdo ao longo do tempo e na amperometria ha a fixacdo de um potencial.

Para a realizacdo da quantificacdo de taninos pelos métodos eletroquimicos,
verifica-se na literatura que a maioria dos autores relatam modificacdo do eletrodo de
trabalho, SU e CHENG (2015) realizaram a quantificacdo pelo método de amperometria
por injecdo de fluxo (FIA), visando a determinacdo de acido galico (GA) em uma
condicdo neutra, com um eletrodo de carbono serigrafado pré-anodizado imobilizando

com um filme fino de poli(melamina) eletroativo.

SANCHEZ ARRIBAS et al., (2020) modificaram eletrodos com filmes de
nanotubos de carbono, que proporcionam melhor desempenho eletroanalitico em relagéo
ao polifenol &cido galico usando a Voltametria de Pulso Diferencial e Piovesan et al.,

(2017) usaram um eletrodo de carbono
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vitreo modificado com nanoparticulas de ouro e carboximetilcelulose para determinar
taninos por impedancia eletroquimica (EIS), voltametria ciclica (CV) e voltametria de

onda quadrada (SWV) em extratos de Acacia (Acacia mearnsii de wild).

Piovesan et al., (2017) fizeram uma comparacdo do método espectrofotométrico
de Folin-Cilocalteu e por voltametria de onda quadrada e verificaram que ndo houve
diferenca significativa entre os resultados obtidos pelos dois métodos ao nivel de
confianca de 95%, concluindo que ele pode ser utilizado para a determinacgéo de taninos

em amostras de extratos vegetais.

A tabela 2 mostra um comparativo de dados das caracteristicas analiticas dos
métodos mencionados acima, como a faixa linear, o valor de r, o desvio padréo relativo,

o limite de deteccéo e o limite de quantificacao.

Tabela 2- Resultado comparativo dos métodos para quantificacdo de taninos.

Método IS DR uv FIA CV SWVv
Faixa - 100-600 16-48 0,5-2500 3,3-100 0,3-10
linear

(ng/ml)

R 0,9539 0,9965 0,9994 0,9984 0,9990 0,9970
DPR 0,03 6,81 0,91 3,9 - 0,222
LD - 8,32 1,5302 0,076 1,0 0,274
LQ - 27,72 5,1007 - - 0,831
Ref. Sousa Santos Galvao Su; Sanchez Piovesa
etal., etal., etal., Cheng, Arribas netal.,
2019 2014 2018 2015 et al. 2017
(2020)

r = coeficiente de correlagdo linear; DPR= desvio padrdo relativo, LD = Limite de deteccéo, LQ = Limite de quantificacdo, Ref=
referéncia, 1S= indice de Stiasny, DR= difusdo radial, UV- ultravioleta, FIA= analise por injecdo em fluxo, CV= voltametria ciclica,

SWV= voltametria de onda quadrada.



Através da tabela, podem verificar que os métodos analiticos apresentam melhores
resultados quando comparam os valores de r com valores mais proximos de 1. Sobre a
faixa de linearidade, o método FIA apresenta resultados melhores com linearidade de 0,5-
2500 (ug/ml). Observando os resultados e analisando os tempos de andlise e uso de
menores quantidade de reagentes e solucGes, notam que os métodos eletroanaliticos vém
se tornando uma metodologia promissora para quantificacdo de taninos, por possuir bons

pardmetros analiticos e reducdo dos custos.

1.4 CONCLUSOES

Através da revisdo, podem entender um pouco mais de varios métodos envolvendo
a extracdo e quantificacdo de taninos. Extracbes mais comuns sdo a de sélido-liquido
envolvendo solventes quimicos como acetona, etanol, metanol e agua, além de usos de

sulfito de sodio para melhorar os rendimentos.

ExtracBes com agua, caso apresentem boa eficiéncia em relacdo a extracdo por
outro tipo de solvente, podem garantir um processo ambientalmente mais limpo e
economicamente mais vidvel. ExtracGes por ultrassom e por Soxhlet melhoram a
eficiéncia de extracdo e diminuem o tempo de extracdo em compara¢do a outros métodos,
pois 0 uso de temperatura foi demonstrado na maioria das pesquisas que infuencia

positivamente no processo extrativo.

A quantificacdo de taninos pode ser realizada por diferentes metodologias, sendo
as mais antigas pelo indice de Stiasny (SI) ou pelos métodos espectrofotométricos, porém
novas tecnologias de quantificacdo como as eletroquimicas, por exemplo, a
amperometria, a voltametria de pulso diferencial ou a voltametria de onda quadrada, vem
ganhando espaco para inovar as andlises, trazendo mais sensibilidade e eficiéncia, além
da reducédo de solventes, de reagentes e subprodutos de analise, pelo uso de pequenas

guantidades de extrato.
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RESUMO

Um procedimento simples, rapido e de baixo custo, baseado em Analise por Injecdo em Batelada
(BIA) com deteccdo amperomeétrica e eletrodo de trabalho fabricado por tecnologia de impresséao
3D utilizando filamento condutivo negro de fumo foi desenvolvido nesse trabalho para a
quantificacdo de taninos presentes em amostras de cascas de pequi. O tanino foi extraido das
amostras utilizando agua (1g casca para 50 ml solvente) e, posteriormente, uma aliquota do extrato
foi injetada diretamente na superficie do eletrodo de trabalho (configuragdo wall-jet) imerso em
eletrolito suporte (NaOH 0,5 mol L) no sistema BIA. As caracteristicas analiticas do método
proposto incluem alta frequéncia analitica (até 44 injecdes por hora), boa estabilidade (RSD <
0,74%; n = 10), baixo limite de detecgdo (2,5 mg L™?) e geracdo minima de residuos.

Palavras-chave: Andlise por Injecdo em Batelada. Deteccdo Amperométrica. filamento
condutivo. Eletroquimica. Impressora 3D.
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ABSTRACT

A simple, fast and low-cost procedure, based on Batch Injection Analysis (BIA) with amperometric
detection and working electrode manufactured by 3D printing technology using conductive carbon
black filament, was developed in this work for tannins quantification present in pequi hulls
samples. Tannin was extracted from the samples using water (1g hulls for 50 ml solvent) and, later,
an aliquot of the extract was injected directly onto the surface of the working electrode (wall-jet
configuration) immersed in supporting electrolyte (NaOH 0.5 mol L -1) in the BIA system. The
analytical characteristics of the proposed method include high analytical frequency (up to 44
injections per hour), good stability (RSD < 0.74%; n = 10), low detection limit (2.5 mg L-1) and
minimal generation of waste.

Keyword: Amperometric detection. Batch Injection Analysis. Conductive filament.
Electrochemistry. 3D printer.

33



42

2.1. INTRODUCAO

Os taninos sdo considerados polifenois, em razdo da grande quantidade de anéis
fenolicos presentes em sua estrutura, com massa molecular variando entre 500 e 3000 g/mol
aproximadamente (VIEIRA; LELIS; RODRIGUES, 2014). S&o classificados quimicamente
em taninos hidrolisaveis, os quais apresentam na sua constituicdo mondémeros de acido galico
ou &cido elagico, e taninos condensados, consistindo em unidades flavondis, encontrados em
varias partes de plantas, tais como casca, raiz, folhas, madeira e frutas (MORBECK et al.,
2019).

A casca do pequi é rica em antioxidantes que podem influenciar positivamente no
tratamento de doengas que cursam com estresse oxidativo (MENDES, 2017), bem como
apresentar atividade citotoxica em células de osteossarcoma canino (BRAGA, 2016), e um
potencial de uso na industria farmacéutica e de alimentos (CARVALHO, 2018).

Ha varias metodologias de quantificacdo de taninos disponiveis na literatura, incluindo
indice de Stiasny (SI) (DA SILVA ARAUJO et al., 2021; IRMAN et al., 2022; MORBECK et
al., 2019; SOUSA et al., 2019), difusdo radial (SARTORI; CASTRO; MORI, 2014), método
colorimétrico de Folin-Denis e Folin-Ciocalteu (GALVAO et al., 2018; GONZALEZ et al.,
2022; MOYA et al., 2008; VANDERWEIDE et al., 2020) e alguns métodos eletroquimicos
como amperometria (HUNG et al., 2008; SU; CHENG, 2015), voltametria ciclica (ALIPOUR
et al., 2022; SANCHEZ ARRIBAS et al., 2020; ZIYATDINOVA; SNEGUREVA,
BUDNIKOQV, 2017) e voltametria de onda quadrada (PIOVESAN et al., 2017).

No entanto, entre os métodos listados, varios apresentam uma ou mais de uma das
seguintes limitacOes: alto custo, baixa frequéncia analitica, uso de solventes organicos, uso de
reagentes de alta pureza e necessidade de etapas de modificacdo de eletrodos. Desta forma,
estudos para o desenvolvimento de novos métodos que permitam a determinacdo de taninos

sem as limitages listadas anteriormente é de grande importancia.

Um procedimento alternativo denominado Andlise por Injecdo em Batelada com
deteccdo por Amperometria de Madltiplos Pulsos (BIA-MPA, do inglés “Batch Injection
anaysis with Multiple Pulse Amperometric detection’) pode ser utilizado para a quantificacéo
de taninos. Como caracteristicas dos sistemas BIA-MPA, pode-se citar: baixo custo,
simplicidade, necessidade de volume reduzido de amostras e reagentes, altafrequéncia
analitica, alta sensibilidade e possibilidade de desenvolvimento de procedimentos com
caracteristicas portateis. (PEREIRA, 2016).
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Recentemente, 0 uso de eletrodos de trabalho fabricados por tecnologia de impressao
3D vem recebendo destaque no desenvolvimento de novos métodos eletroquimicos de
anélise (JOAO et al., 2022; VIVALDI et al., 2022). Basicamente, isto se deve a algumas
propriedades atrativas deste material, como: alta condutividade , propriedades cataliticas,
biocompatibilidade e de facil preparacdo (DE OLIVEIRA; DE MELO; DA SILVA, 2022;
ZHANG et al., 2022). Estas caracteristicas vém sendo exploradas com sucesso no
desenvolvimento de novos métodos para diversas determinacfes (KALINKE et al., 2022;
LISBOA et al., 2022; PIOVESAN et al., 2017).

Neste trabalho é proposto o desenvolvimento de um novo método eletroquimico para a
quantificacdo de tanino usando BIA-MPA e eletrodo de trabalho fabricado por impresséo 3D,
utilizando o filamento PLA condutivo negro de fumo. Até o momento ndo foi encontrado na
literatura nenhuma metodologia baseada em métodos eletroquimicos com uso tecnologia 3D

para a quantificacdo de taninos, que evidencia a inovacao da proposta.

2.2. MATERIAL E METODOS

2.2.1. Reagentes, solugdes e amostras

Acido tanico, utilizado como padréo para a quantificagio de taninos, foi adquirido da
empresa ACS Cientifica (Sumaré, SP, Brasil), hidroxido de sédio da empresa Dinamica
Quimica Contemporanea (Sao Paulo, SP, Brasil), etanol da Neon Reagentes Analiticos
(Suzano, SP, Brasil).

Os reagentes utilizados nos experimentos foram de grau analitico e preparados sem
purificacdo prévia. Solugdo de hidréxido de sddio 0,5 mol L foi utilizada como eletrdlito
suporte. As cascas de pequi foram coletadas em pontos de comercializagdo do fruto na cidade
de Rio Verde (Goiés), feiras livres e vendedores ambulantes.

Apbs a coleta, foi realizada uma triagem e as cascas selecionadas foram lavadas,
picadas e levadas a estufa para secagem a fim de reduzir a umidade, facilitar o processo de
trituracdo, diminuir acdo enzimatica e evitar proliferacdo de microbiana (RODRIGUES et al.,
2016). Depois de dessecadas, foram trituradas em moinho de facas, obtendo menor

granulometria.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/conductivity
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/catalytic-property
https://www.sciencedirect.com/topics/engineering/biocompatibility
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O tanino da casca de pequi crua triturada foi extraido em solug¢do aquosa em banho-
maria a 60° C durante 60 minutos, numa proporc¢édo de 1g de po6 da casca para cada 50 ml de
agua. Apds, os extratos foram filtrados em papel filtro, armazenado a temperatura de -20°C e

protegido da luz até a realizacdo das analises.

2.2.2. Quantificacdo por Analise por Injecdo em Batelada (BIA) com deteccao

amperomeétrica.

As medidas eletroquimicas foram realizadas usando um potenciostato desenvolvido no
préprio laboratorio, interfaciado a um microcomputador raspberry pi 3 e software Qt-design
com linguagem de programacdo Phyton (PyQt) (BARROS et al., 2019). Um eletrodo
miniaturizado de Ag/AgClsa. com KCle e um fio de ago inoxidavel foram utilizados como
eletrodos de referéncia e auxiliar, respectivamente. Impressora 3D (GTMax3D — disponivel
no LabMaker, Rio verde, GO) foi utilizada para a fabricacdo da célula BIA de 150mL,
utilizando filamento ABS obtido da empresa Filamentos 3D Brasil (Novo Hamburgo, RS,
Brasil), e do eletrodo de trabalho, utilizando filamento condutivo Carbon Black/PLA obtido
da empresa Proto-Pasta®.

A célula eletroquimica foi impressa usando o modelo proposto por Cardoso et al.,

(2018) adaptado, como mostra a Figura 1.
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Figura. 1. (A) Célula analitica impressa em 3D montada; (B) Componentes da célula
impressa em 3D; (C) Eletrodo de trabalho impresso. Autor: Jodo Vitor.

Antes do uso, um dos lados do eletrodo de trabalho foi polido manualmente com papel
abrasivo (lixa microfina T401 1500) umedecido com agua deionizada por 30s, como proposto
por Cardoso et al., (2019), e o resultado € a exposic¢do do Carbon Black e homogeneizacdo da
superficie (lisa e sem ranhuras), evitando possiveis vazamentos quando o eletrodo é acoplado
a célula eletroquimica impressa em 3D e proporcionando melhora na resposta de corrente e
perfil voltamétrico (Figura. 2. B) .

Figura. 2. (A) Eletrodo de trabalho sem tratamento; (B) Eletrodo de trabalho polido; (C)

Eletrodo de trabalho apds o tratamento eletroquimico. Autor: Jodo Vitor.

Em seguida, o eletrodo polido foi fixado na parte inferior da célula BIA com auxilio
de um o-ring de borracha de 0,8 cm de didmetro. O diametro do o-ring define a area do
eletrodo de trabalho (0,5 cm?). Finalmente, apés o acoplamento do eletrodo de trabalho a
célula, foi realizado um tratamento eletroquimico da sua superficie que consistiu na aplicacéo
da seguinte sequéncia de pulsos potencial em meio NaOH 0,5 mol L™: + 1,4 V/200 s e apos —
1,0 V/200 s (Figura. 2. C) , conforme descrito na literatura (CARDOSO et al., 2020). Esta
etapa remove o material polimérico ndo condutor (PLA) da superficie do eletrodo de trabalho

para facilitar a transferéncia de elétrons. Apos 1 dia de trabalho ou medicGes sucessivas, 0
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mesmo eletrodo (peca retangular) pode ser utilizado novamente repetindo o polimento manual

da superficie e o tratamento eletroquimico.

Todos os experimentos foram realizados com a solucdo no interior da célula BIA
sob agitacdo magnética e a injecdo das solugdes (amostras e padrdes) foi realizada com
uma micropipeta eletrénica motorizada (Jetta Smartpipette pro 1200) com a ponteira da
mesma posicionada a uma distancia constante do eletrodo de trabalho (~2 mm), conforme
recomendado anteriormente (PEREIRA., 2016).

No preparo da solucdo estoque, quantidade adequada do padrdo de &acido ténico foi
dissolvido em &gua para uma concentragdo final de 2500 mg L. Na sequéncia, aliquotas dessa
solucdo estoque foram diluidas, para concentragdes adequadas, no eletrélito de suporte para
subsequente injecdo no sistema BIA. O mesmo processo foi realizado na anélise da amostra,

utilizando aliquotas do extrato devidamente diluidas em meio de NaOH 0,5 mol L.

2.2.3. Validacédo do método

A validagdo de um método analitico é uma forma de demonstrar o desempenho do
método, sua credibilidade, assegurando a confiabilidade dos resultados. Dois agentes
fiscalizadores, a ANVISA, - RDC N° 166, DE 24 DE JULHO DE 2017 (ANVISA, 2017) e o
INMETRO, documento DOQCGCRE- 008 de 2006 (INMETRO, 2020) regulam e descrevem
0S requisitos minimos para validagdo de um método analitico. Alguns pardmetros séo
considerados significativos para realizacdo da validacdo de um método, séo eles: linearidade,

limite de quantificacdo (LQ), limite de detec¢do (LD), precisao, exatiddo e repetibilidade.

2.2.4.1.Linearidade

A linearidade de um método deve ser demonstrada por meio da sua capacidade de obter
respostas analiticas diretamente proporcionais a concentracdo de um analito em uma amostra
(ANVISA, 2017). Ela é comprovada a partir da média de trés curvas padrdo, com no minimo
cinco concentracfes (SANTOS, 2020).

A linearidade sera obtida conforme a equacdo matematica, equacdo (1), que melhor
expresse a relacdo de concentracdo do analito na amostra com a resposta do sistema de
deteccdo. Um teste estatistico seré aplicado em nivel de significancia de 5% (cinco por cento).
De acordo com a resolugcdo ANVISA- RDC N° 166, DE 24 DE JULHO DE 2017 (ANVISA,
2017), o coeficiente de correlacdo deve estar acima de 0,990 para apresentar bons resultados

de linearidade.



47

y=ax + b 1)

Em que y é a resposta medida, varidvel independente, b é o coeficiente linear
(interseccdo com o eixo), b é o coeficiente angular (inclina¢do da curva de calibracdo) e x € a
concentra¢do do analito, variavel independente (RAMOS et al., 2020). O método € mais
sensivel quando pequenas varia¢fes de concentracdo resultam em maior variagdo na resposta,
ou seja, maior inclinacao (b) (INMETRO, 2020).

2.2.4.2.Limite de quantificacdo

O limite de quantificacdo é a menor quantidade do analito em uma amostra que pode
ser determinada com precisdo e exatiddo aceitdveis sob as condi¢Ges experimentais
estabelecidas (ANVISA, 2017). Na prética, corresponde normalmente ao padréo de calibracao
de menor concentracao (excluindo o branco) (INMETRO, 2020). Esse parametro tem grande
importancia para métodos quantitativos. O limite de quantificacdo (LQ) pode ser estimado

pela equacdo (2):

105 )
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Em que, s é o desvio padrdo da resposta do branco e b, a inclinagéo (coeficiente angular) da
curva analitica. Esse método fornece melhores resultados ao nivel de tragos. Em altas
concentrages, este método estima valores de LQ acima dos reais (INMETRO, 2020).

2.2.4.3. Limite de deteccéo

O Limite de deteccdo deve ser demonstrado pela obtengdo da menor quantidade do
analito presente em uma amostra que pode ser detectado, porém, ndo necessariamente
quantificado, sob as condicOes experimentais estabelecidas (ANVISA,2017). O limite de
deteccdo pode ser calculado através da equacao (3). A importancia dessa determinacdo e 0s
problemas associados a ela advém do fato de que a probabilidade de deteccdo ndo muda

rapidamente de “0” para “1” quando seu limiar ¢ ultrapassado (INMETRO, 2020).
L= 7 (2)

Onde, s é o desvio padrdo da resposta do branco e b, a inclinacdo (coeficiente angular) da curva
analitica. Esse método fornece melhores resultados ao nivel de tracos. Em altas concentraces,

esse método estima valores de LD acima dos reais (INMETRO, 2020).
2.2.4.4.Preciséo

Como a precisdo avalia a proximidade entre os resultados, ela pode ser demonstrada
através da repetitividade, precisao intermediéria ou da reprodutividade. Na repetibilidade de
medicdo, tem 0 mesmo procedimento de medi¢do, os mesmos analistas, 0 mesmo sistema de
medicdo, as mesmas condi¢des de operacdo e 0 mesmo local, assim como medic6es repetidas
no mesmo objeto ou em objetos similares duranteum curto periodo de tempo (INMETRO,
2020).

A precisdo deve ser demonstrada pela dispersé@o dos resultados, calculando-se o desvio
padrdo relativa (DPR) da série de medig¢Oes conforme a formula equagdo (4), em queDP é o

desvio padrdo e CMD, a concentragdo média determinada (ANVISA, 2017).

DPR = 22 x100 )
CMD
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2.2.4.5.Exatidao

Para verificar a exatiddo do método, foi realizado o estudo de recuperacgéo ou fortificacéo,
em que uma aliquota de concentracdo conhecida do analito é adicionado a amostra para verificar
se a resposta da amostra corresponde ao esperado em relacéo a curva de calibracdo. Neste estudo,
os extratos A, B e C foram fortificados com uma concentragio do padrio de AT de 10 mg L e
injetados no método BIA para verificacdo da exatiddo. A % recuperacdo pode ser calculada pela

equacao 5:

C amostra fortificada—C amostra ndo fortificada
fortiy fortificada y1 0 (5)

% recuperacao =
% p ¢ C adicionado
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2.3RESULTADOS E DISCUSSAO

O comportamento eletroquimico do AT, usando eletrodo de trabalho impresso com
filamento condutivo Carbon Black/PLA, foi previamente investigado utilizando 0,01 mol L™
de solucdo tampao BR (Britton-Robinson) em diferentes valores de pH (1,0; 3,0; 5,0 e 7,0) e
0,05 mol L? de solugdo de NaOH (pH = 11,0). Nesse estudo foi utilizada a técnica de
voltametria ciclica na faixa de potencial de -0,70 a +1,50 V com velocidade de varredura de
50 mV s?e incremento de potencial de 5 mV. Verificou-se que as melhores condigdes
eletroquimicas em funcdo da sensibilidade e seletividade na deteccdo de AT foram obtidas em

meio de eletrdlito NaOH 0,05 mol L (pH = 11) conforme apresentado na Figura 3.

50 -
0
<
-
-50 -
00 1 eletrolito pH 11
- — —sol. padrdo 1ml

-0,7 0,0 0,7 1,4
EV

Figura 3. Voltamograma ciclico obtido utilizando eletrodo impresso com filamento condutivo
Carbon Black/PLA em meio de solugdo NaOH 0,5 mol L (pH = 11,0) antes (—) e ap6s a adicio
de 125,0 mg L de AT (- - -). Velocidade de varredura: 50 mV s*; Incremento de potencial: 5 mV
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Como pode ser observado na Figura 3, o mecanismo de oxidacdo do AT envolve
o0s grupos hidroxila (-OH) presentes na molécula, o0 aumento da intensidade da corrente faz
com que mais moléculas de AT sejam adsorvidas na superficie do eletrodo, aumentando a
corrente de oxidacdo (PIOVESAN; SANTANA; SPINELLI, 2020). Na varredura inversa, um
pico catddico foi observado em cerca de - 0,40 V (i = 40 pA), que provavelmente corresponde

a reducao eletroquimica dos produtos de oxidacdo gerados em +0,15e + 0,70 V.

O uso da solugéo de NaOH 0,05 mol L™ (pH = 11) como eletrdlito suporte mostrou-se
eficiente para a deteccdo do AT, e nessas condi¢gbes o pico catddico (-0,40 V) apresentou

maior variacdo de corrente, sendo o escolhido para prosseguir os estudos.

Um teste de agitacdo foi realizado para verificar a influéncia da agitacdo no interior da
célula BIA. A Figura 4 mostra os resultados obtidos utilizando o sistema BIA sem e com

agitacdo da solucdo no interior da célula.

24 I
4 4+
=2
1 F '
k-3 [
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0 5 10 15
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Figura 4. Amperogramas obtidos com o sistema BIA-MPA apds injecdes (n=4) de solucbes
solucdo padrdo de AT (40 mg L), (a) sem agitacio e (b) com agitacéo, utilizando eletrodo de
filamento condutivo Carbon Black/ PLA, solugdo NaOH 0,5 mol L (pH = 11,0) e pulso de
potencial: -0.4 /200 ms. VVolume de injecdo: 200 pL.


https://www.sciencedirect.com/topics/chemistry/hydroxyl-group
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A determinacdo de AT poderia ser realizada sem agitacdo da solugéo no interior da
célula BIA. Porém, sob agitacdo, nota-se que o retorno do pico de corrente para seu ponto
inicial ocorre rapidamente e a frequéncia de amostragem pode ser aumentada de 22 para 44
injecdes/ hora), portanto para melhorar a eficiéncia em relacdo ao tempo de andlise, a agitacao
€ uma boa alternativa, uma vez que reduz em quase metade do tempo. Além de maior
frequéncia de andlise, a agitacdo pode reduzir problemas relacionados a contaminacdo da

superficie do eletrodo pois ocorre a diluicdo mais rapida da solucdo na célula.

A Figura 5 apresenta os resultados obtidos para inje¢Oes sequenciais (n=10) de solucdes
contendo (a) 20,0 ou (b) 80,0 mg L de AT.

-04V
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Figura 5. Amperogramas obtidos parainjeg@es sequenciais de 20,0 (a) ou80,0mg L * de AT. Outras
condigdes ver Fig. 3.

Neste estudo, 0 DPR (n=10) foi de 0,15 e 0,69% (a) e de 0,39 e 0,74%(b) intra e interdia,
respectivamente. Esses resultados indicam que 0 método € preciso, pois mesmo com injecdes
sucessivas de solugdes com diferentes concentragdes e em diferentes dias, os DPRs obtidos

foram baixos (< 0,74%) e n&o foi observado efeito de memdria entre as injecoes.
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A Figura 6 apresenta 0s amperogramas obtidos para inje¢oes em duplicata de solucdes
padrdo contendo concentragdes crescentes de AT (a — I: 2,5 a 500,0 mg L) em meio de
eletrolito (pH = 11).

0+ 0.4V
ap | r ( ( (‘ ( (— (—
e | I
|
_20 _ i g | | I |
< h
=
40 4
-60 K
j |
1 - | | - | | v | |
0 20 40 60

Tempo / min

Figura 6. Amperograma obtido com o sistema BIA-MPA apoés injecdes em duplicatas de
solugBes padrdo contendo concentracdes crescentes de AT (a—I: 2,5 a 500,0 mg L™). Outras
condigdes ver Fig. 3.

Através do amperograma apresentado na Fig. 6, é possivel observar que a faixa de
linear de trabalho foi de 2,5 aa 300 mg L. Nos pontos de 400 e 500 mg L%, ocorre perda dessa

linearidade, pontos desconsiderados na realizagdo da curva de calibracdo, como mostra a
Figura 7.
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Figura 7. Curva de calibracdo da solucio padrdo de AT (2,5 a 300 mg L) Outras condicdes
ver Fig. 3

Através da regressdo linear da curva de calibragdo, obtém-se a seguinte equacéo:
I (uA) =-0,19962 +0,00333 [AT] (mg L) — 0,80001 + 0,42007 ; r = 0,999

Apbs determinacdo da faixa linear, o sistema BIA-MPA foi aplicado na determinacao
de taninos em extratos obtidos a partir da casca de pequi. A Figura 8 apresenta 0 amperograma
obtido para injecOes em duplicata de cinco solug¢fes padrdo contendo concentragdes crescentes
de AT (a—e: 10,0 a 40,0 mg L), trés amostras néo fortificadas (f, h, j) e fortificadas (g, i, I)

adequadamente diluidas no eletrélito suporte.
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Figura 8. Amperogramas obtidos com o sistema BIA-MPA apds injecdes em duplicatas de
cinco solugdes padrdo contendo concentragdes crescentes de AT (a—e: 10,0 a 40,0 mg L),
trés amostras ndo fortificadas (f, h, j) e fortificadas (g, i, 1), adequadamente diluidas no

eletrdlito suporte. Outras condigdes ver Fig. 3

As médias da altura dos picos de cada concentracdo foram usadas para a construcdo da

curva de calibracdo padrao apresentada na Figura 9.
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Figura 9. Curva de calibragio da solucéo padréo de AT (10,0 a 40,0 mg L™). Outras condicdes
ver Fig. 3

A curva de calibracao apresentou boa linearidade na faixa de concentragcdo empregada,

com a seguinte equacéo de calibrago:

| (LA) = -0,1698 + 0,0040 [AT] (mg L) — 0,081 + 0,10882; r = 0,999

As solucbes padrdo injetadas em ordem crescente e decrescente de concentracdo
apresentaram respostas semelhantes (mesmo apds injecdo das amostras), e confirma que o
fendmeno de efeito de memoria ou contaminagdo do eletrodo foi prevenido, mesmo usando
um eletrodo de trabalho sélido, ndo modificado e fabricado com material alternativo. As
caracteristicas analiticas do metodo BIA-MPA para quantificacdo de taninos s@o apresentadas

na Tabela 3.
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Tabela 3. Caracteristicas analiticas do método BIA-MPA para AT.

Caracteristicas AT
Faixa Linear (mg L) 2,5-300,0
r 0,999
LD (mg L% 0,950
LQ (mg L% 2,890
Frequéncia analitica (injecoes h?) 44
DPR intradia (n = 10) 0,39%
DPR interdia (n = 10) 0,74%

r = coeficiente de correlagdo linear; LD = Limite de deteccéo (3 Se/b; Se = desvio padrdo do branco, n = 10, b = coeficiente angular
da curva de calibragdo); LQ = Limite de quantificacdo (3,33 LD).

Com a média dos valores de alturas dos picos para cada amostra e a fortificagéo,
calculou-se a % de recuperacdo conforme a equacdo. Em que %R é a porcentagem de
recuperacdo, Cfort é a concentracdo da amostra fortificada, Cnfort € a concentracdo da amostra

ndo fortificada e Cad é a concentracdo do padrdo adicionado numa concentragdo conhecida.

O método BIA-MPA proposto foi usado para determinar taninos em trés amostras de
extratos (A, B e C). A Tabela 4 mostra os resultados das analises dessas amostras e seus

respectivos valores de recuperagéo.

Tabela 4- Resultados obtidos para determinacdo de AT por BIA-MPA e recuperacgdo (n

=2).
Método Método BIA Recuperacao
Extrato [AT] (mg LY) %
A 5228,5 + 33,3 38
B 3302,7 £ 58,3 153
C 2089,5+41,6 170

O método BIA néo apresentou resultados satisfatorios de recuperagdo, como o0s taninos
sdo compostos que possuem uma molécula complexa e o conteddo do extrato proveniente da
casca do pequi é desconhecido, pode haver em sua composi¢cdo alguns compostos interferentes

na amostra como por exemplo os flavonoides, entre outros compostos fenélicos.
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Para contornar esse problema, alguns ajustes de metodologia sdo necessarios, como a
deteccdo da composicdo do extrato por HPLC ou deteccdo por massas, porém houve
inviabilidade dessas andlises pelo Instituto Federal Goiano — Campus Rio Verde e pela
Universidade Federal de Goias- Goiania, por problemas nos equipamentos ou a falta de padrées
para quantificacdo. Conseguindo detectar os interferentes, pode-se realizar a verificacdo de
outro potencial diferente do aplicado na pesquisa, detectando os interferentes e usando um fator
de correcdo. Esta metodologia, além de ser capaz de eliminar os interferentes, traz a viabilidade

de anélises simultaneas de varias espécies numa mesma metodologia.

2.4CONCLUSOES

O método BIA com eletrodo de filamento condutivo PLA Carbon Black em meio de
solucdo eletrolitica NaOH 0,5 mol L (pH = 11,0) apresentou bons resultados de linearidade (r
=0,999), boa precisio (DPR < 0,75%) e alta frequéncia analitica (44 injecdes h™t). Se mostrou
um metodo inovador, simples e de baixo custo para quantificacdo de AT em matriz simples,
uma vez que em matrizes complexas outros compostos fenolicos podem interferir na

quantificacéo.

Até o presente momento, ndo consta na literatura nenhuma detec¢do amperomeétrica de
AT sem uma modificacdo do eletrodo ou uma pré-oxidacdo do composto. Sendo assim, o
método proposto se torna uma alternativa atrativa para a detec¢dao de compostos tanicos, visto
que para a deteccdo foi usado eletrodos de material de custo baixo, impressos em uma
impressora 3D e um potenciostato caseiro construido no préprio laboratério. Além da
vantagem econdmica, o uso de quantidades pequenas de amostras (250uL) e de reagentes, além

da baixa toxicidade o torna viavel também no ambito ambiental (geragcdo minima de residuos).

Como proposta para trabalhos futuros, o incremento de anélise dos interferentes
identificando a composicdo do extrato e o estudo de potencial 6timo de deteccdo destes

interferentes para analises simultaneas.
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CONSIDERACOES FINAIS

O reaproveitamento das cascas de pequi € de interesse econdmico e ambiental, desde
que sua metodologia de extracdo e quantificacdo sejam de baixo custo. A quantificacdo de
tanino através do uso de eletrodo de trabalho fabricado por tecnologia de impressédo 3D e
método de Analise por Injecdo em Batelada (BIA) com deteccdo amperométrica apresentam
vantagens como a implementacdo em laboratérios com pouca infraestrutura, baixo custo,
elevada seletividade e sensibilidade nas determinacGes, elevada frequéncia analitica, consumo

minimo de reagentes e amostras, além de geracdo minima de residuos.

Os extratos de plantas contendo taninos tém sido usado largamente no tratamento de
aguas e efluentes, e através da cationizacdo deste composto, atua na etapa de coagulacéo e
floculacdo, substituindo parte ou todo de coagulantes quimicos como por exemplo o cloreto
férrico. Além de reduzir o uso de compostos quimicos que geram subprodutos, extratos tanicos
sdo capazes de aumentar o pH do efluente tratado ou da agua, reduzindo o uso de alcalinizantes

no tratamento.

Outras aplicacBes para os taninos sdo a producdo de espumas fendlicas tanto para
usos hidropdnicos quanto para isolantes térmicos na construcdo civil, no intuito de substituir
espumas fendlicas sintéticas. Atuam também, como bactericidas tanto em aplicacGes

ambientais quanto farmacoldgicas, considerados anti-inflamatérios e antimicrobianos.

A casca do pequi por ser um residuo descartavel é uma promissora fonte de extragdo
destes compostos para diversas aplicacdes economicamente viavel e ambientalmente correta,
podendo gerar renda extra para comerciantes informais do fruto, além de reaproveitamento de

um residuo.
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