CARACTERIZACAO DOS TANINOS DA AROEIRA-PRETA
(Myracrodruon urundeuva)'
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RESUMO - Visando contribuir para a caracterizagdo quimica de uma madeira nobre nativa e em extingdo no
Brasil, no presente trabalho estio apresentados os estudos de identificagdo e quantificagdo dos taninos da aroeira-
preta (Myracrodruon urundeuva), uma espécie da familia Anacardiaceae. Este estudo foi conduzido com base nos
extratos acetona-agua (AA) e metanol-agua (MA), em que foram determinados os teores de fenois totais e
proantocianidinas. O teor de fendis totais foi determinado pelo método Folin-Ciocalteau e pelo método azul-da-
prussia modificado. Os valores encontrados para os métodos AA foram 19,1 e 24,7% e para MA, 20,2 e 22,8%,
respectivamente. O teor de proantocianidinas foi determinado pelo método da vanilina, tendo alcangado no extrato
AA 2,7% e no MA 16,7%. Nao foram constatadas as presencas de antocianidinas nem de apigedinidinas, podendo
haver 3-deoxi-proantocianidinas do tipo luteolinidinas. Por meio da cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE),
foram identificados a fisetina e os acidos galico e elagico. Os resultados mostram que a aroeira-preta contém uma
elevada quantidade de taninos, que podem contribuir para sua resisténcia natural a degradagio.
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CHARACTERIZATION OF AROEIRA-PRETA (Myracrodruon urundeuva) WOOD
TANNINS

ABSTRACT - This work presents a study on tannins from aroeira-preta (Myracrodruon urundeuva), based on
acetone-water (AA) and methanol-water (MA) extracts, in which the contents of total phenols and proanthocyanidins
were determined. The total phenols were determined by the Folin-Ciocalteau method and the modified Prussian
Blue method. The contents obtained for AA were 19.1 and 24.7% and for MA, 20.2 and 22.8%, respectively by the
Folin-Ciocalteau method and the modified Prussian Blue method. The proanthocyanidin contents were determined
by the vanillin method, obtaining 2.7% in extract AA and 16.7% in extract MA. No evidence for the presence of
antocyanidins and apigedinidins was found, but 3-deoxi-proantocyanidins of the luteolinidin type may be present
in the extracts. Fisetin, gallic acid and ellagic acid were detected through high performance liquid chromatography
(HPLC). These results show that Myracrodruon urundeuva wood contains a great amount of tannins, which can
contribute to its natural durability.
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1.INTRODUCAO sinonimos Astronium juglandifolium Griseb. e Astronium

urundeuva Engl. (Santos, 1987; Moraes & Freitas, 1997).

O termo aroeira tem sido usado para designar plantas Considerada madeira de lei, ela ¢ muito densa, dura, elas-

classificadas em trés géneros da familia Anacardiaceae: tica, resistente a cupins, recebe excelente polimento e,

Lithraea, Schinus e Astronium. A aroeira-preta ¢ a quando seca, ¢ de dificil trabalhabilidade (Santos, 1987;
Miracrodruon urundeuva Allemao, que possui 0s Rizzini, 1995; Moraes & Freitas, 1997).
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Estudos realizados pelo Instituto de Pesquisas
Tecnologicas (IPT) indicam que um pedago de aroeira-
preta do tamanho de uma caixa de fosforos suporta
6 toneladas de carga, sem se deformar. A caracteristica
de durabilidade ¢ encontrada em apenas 1 a 5% das
madeiras e apenas menos de 1% delas sdo muito duraveis.
De acordo com testes realizados pelo IPT, a aroeira-preta
foi classificada como muito duravel e esta incluida no
grupo das madeiras chamadas imputresciveis (Mainieri
& Chimelo, 1989; Braga,1990).

Além das propriedades mecanicas que formam uma
barreira fisica de protecdo, existe também uma barreira
quimica, formada por substincias produzidas pela propria
arvore, denominadas de extrativos, que possuem efeitos
fungicida e inseticida. Essas substancias se formam
principalmente no processo de transformacdo do alburno
em cerne (Braga, 1990).

O termo tanino foi o nome dado a infusdo de cascas
de arvores como o carvalho e a castanheira, na qual as
peles de animais eram tratadas para obtengdo de couros
maledveis e de grande durabilidade. Os taninos foram
inicialmente identificados pelo seu sabor adstringente e
pela sua capacidade de precipitar proteinas soltveis. Eles
sdo encontrados em muitas plantas usadas pelo homem
na forma de ervas medicinais, na alimentacao e na fabri-
cacdo de bebidas. Nas plantas, os taninos podem ser
encontrados em raizes, flores, frutos, folhas, cascas e na
madeira. Eles contribuem para o sabor adstringente em
comidas e bebidas, como aquele sentido ao se consumir
vinhos tintos, chas e frutas verdes. Alguns investigadores
provaram que os taninos servem para proteger as plantas
contra os herbivoros e as doengas patogénicas (Bernays
et al., 1989; Harbone et al., 1991).

Uma defini¢do mais precisa e muita empregada
atualmente para taninos foi dada por Haslam (1989),
segundo qual o termo designa os metabdlitos secundarios
de natureza polifenodlica extraidos de plantas, taninos
vegetais, que foram classificados em dois grupos: as
proantocianidinas, que sdo os taninos condensados, res-
ponsaveis pelas caracteristicas normalmente atribuidas
a estas substancias, como adstringéncia, precipitacao de
proteinas etc., e os taninos hidrolisaveis, que sdo ésteres
do acido galico e seus dimeros (acido digalico ou hexa-
idroxidifénico e elagico) com monossacarideos, princi-
palmente a glucose.

Normalmente, os taninos hidrolisaveis sao divididos
em galotaninos, que produzem acido galico apds hidroélise,
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e em elagitaninos, que produzem acido elagico apds hidro-
lise (Nascimento & Morais, 1996; Garro et al., 1997).
Estes taninos ndo sdo muito comuns em madeiras, quando
comparados aos taninos condensados. Na Figura 1 estdo
apresentados exemplos de galotaninos e elagitaninos.

Os taninos condensados perfazem, aproximada-
mente, a metade da matéria seca da casca de muitas arvo-
res. Eles constituem a segunda fonte de polifendis do
reino vegetal, perdendo apenas para a lignina. Além de
serem potentes antioxidantes, possuem larga aplicacao
na complexacdo com proteinas, sendo por isto muito
empregados na industria de couros (Hagerman et al.,
1997; Argyropoulos, 1999).

A estrutura dos taninos condensados ¢ formada pela
ligag@o de uma série de mondmeros de unidades flavan-
3-o0l, ou por um derivado desta. Esta liga¢ao ocorre nor-
malmente entre os carbonos 4 de uma estrutura e¢ 8 da
outra. Variagdes podem ocorrer por diferentes nimeros
de monomeros ligados, pela posicdo de ocorréncia das
ligacdes, pelo padriao de oxigenacdo nos anéis A e B da
unidade flavan-3-ol e pela estereoquimica dos substituin-
tes do anel C. Na Figura 2, demonstra-se a estrutura de
um tanino condensado muito comum, a procianidina.

A analise dos taninos de madeira envolve sua extra-
¢do, seguida de ensaios para determinagao de seus consti-
tuintes. A extragdo se da, basicamente, pela solubilizacao
desses constituintes em diferentes solventes, em que se
destacam as misturas: acetona:agua e metanol:agua (Cork
& Krockenberger, 1991; Conde et al., 1997; Lu & Foo,
1997; Hagerman et al., 1977; Hagerman, 1998).

Apesar da importancia da madeira de aroeira-preta,
nao foram encontrados, na literatura, estudos quimicos a
respeito de sua lignina, extrativos polifendlicos (taninos)
e da possivel ligacdo da resisténcia natural a degradagdo
com sua constitui¢do quimica. Assim, o objetivo deste
trabalho foi identificar e quantificar os taninos da aroeira-
preta (Myracrodruon urundeuva).

2. MATERIAL E METODOS
2.1. Preparacio da Amostra de Aroeira-Preta

Um tronco de aroeira-preta procedente do cerrado
do Triangulo Mineiro, de 30 anos de idade, foi seco ao
ar livre durante um ano. Decorrido esse periodo, ele foi
descascado, cortado em discos, moido em moinho de
bolas e passado em peneira de 40 meshes.
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Figura 1 - Taninos hidrolisaveis.
Figure 1 - Hydrolyzable tannins.

Flavan-3-ol (b) Procianidina (c)

Figura 2 — Férmulas estruturais: a) um flavandide genérico, b) flavan-3-ol e ¢) procianidina (tanino condensado).
Figure 2 - Structural formulas: a) generic flavanoid, b) flavan-3-ol, ¢) procyanidin (condensed tannin).
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2.2. Obtencao dos Extrativoes Polifendlicos
2.2.1. Metanol-Agua 8:2 (v/v)

Foram colocados em um béquer 10,0 g da madeira
moida de 4. urundeuva de granulometria < 40 meshes
e adicionaram-se 300 ml da mistura metanol-agua 4:1
(v/v). O material foi mantido por 24 horas em ambiente
escuro, sob temperatura ambiente e agitagdo constante.
Depois de decorrido este periodo de tempo, o material
foi filtrado com funil de Buchnner e papel-filtro. Do fil-
trado obtido, retirou-se uma aliquota de 10 ml. A aliquota
foi seca durante 18 horas em estufa a 103 £ 2 °C, para
célculo de rendimento do extrato bruto. O restante do
filtrado foi evaporado sob pressdo reduzida de 40 mmHg,
a temperatura de 40 °C, para eliminar o metanol. Os
ensaios foram realizados com esta amostra (MA) e com
sua duplicata, obtida de forma semelhante (MA1).

Acetona-Agua 7:3 (v/v)

Foram colocados em um béquer 10,0 g de madeira
moida de 4. urundeuva de granulometria < 40 meshes
e adicionaram-se 300 ml da mistura acetona-agua 7:3
(v/v). Os demais procedimentos foram semelhantes ao
adotado para extragdo em metanol-agua.

2.3. Determinacio do Teor de Fenoéis Totais
2.3.1. Método do Azul-da-Prussia Modificado

Em 0,10 ml de cada extrato bruto (AA e MA ),
adicionaram-se 1,0 ml de K.Fe(CN), 0,016 M e 1,0 ml
de FeCl, em HCI 0,1 N. Agitou-se ¢ manteve-se a
temperatura ambiente por 15 minutos. Adicionaram-se
3,0 ml de solucdo de acido fosforico 85% e deixou-se
em repouso por 2 minutos. Acrescentaram-se 2,0 ml de
goma arabica a 1% e registrou-se a absorvancia da solu-
¢do a 700 nm, ao usar um branco como referéncia. Proce-
deu-se de forma semelhante com as solugdes-padrao de

acido galico (1-50 llg/ml).
2.3.2. Método Folin-Ciocalteau

Retirou-se 0,10 ml de cada extrato bruto (AA e MA)
e diluiu-se com dgua destilada para 50,0 ml. Retirou-se
uma aliquota de 0,5 ml. A aliquota foram adicionados
2,5 ml de uma solugdo aquosa do reagente de Folin-
Ciocalteau a 10% e 2,0 ml de carbonato de s6dio a 7,5%.
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A mistura foi mantida por 5 minutos em banho-maria, a
50 °C, e a absorvancia a 760 nm foi registrada. Procedeu-
se de forma semelhante com as solugdes-padrao de acido

galico (1-50 Llg/ml) e com o branco.
2.4. Determinacio de Proantocianidinas
2.4.1. Método da Vanilina

Adicionou-se, em tubo de ensaio, 1,0 ml de cada
extrato bruto (MA e AA) e acrescentaram-se 2,0 ml de
solugdo de vanilina a 2% em 4cido sulftiricoa 70% (2,0 g
de vanilina diluida a 100 ml com acido sulfurico 70%).
A mistura foi posta em banho de dgua a 20 °C por um
periodo de 15 minutos. A leitura da absorvancia a 500 nm
foi registrada. O mesmo procedimento foi seguido para
execugdo da curva de calibragdo, ao utilizar como padrao

a catequina, em faixa de concentracdo de 2,5 a 40 lLg/ml.
2.4.2. Método Butanol-Acido

Transferiu-se 0,5 ml de cada extrato bruto (MA e
AA) e para um tubo de reagdo e adicionaram-se 1,0 ml
de n-butanol-acido cloridrico concentrado 95:5 (v/v) e
40 uL de reagente férrico a 2% (NH,Fe(SO,),.12H,0
em HCI 2,0 M). Fechou-se o tubo de reagdo ¢ este foi
mantido em estufa a 95+ 2 °C por 1 hora. Apds areagao,
a absorvancia a 550 nm foi registrada.

2.5. Determinacéo de 3-Deoxi-Proantocianidinas

Em tubo de ensaio foram misturados 0,1 ml de
amostra (AA ou MA), 10 ml de butanol-acido cloridrico
concentrado 95:5 (v/v) e 0,2 ml de sulfato férrico
amoniacal a 2% em HCI 2,0 N. O branco foi constituido
de uma mistura de 15 ml de acido acético 0,1 N, 15 ml
de metanol e 70 ml de n-butanol. A absorvancia de cada
amostra com butanol-acido foi comparada a absorvancia
do branco.

2.6. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia
(CLAE)

Foi utilizado um cromatografo Hewlett-Packard
mod. 1050 M, com sistema de bombeio quartendrio,
injetor automatico, detetor de fotodiodos mod. 1040 M
e estagdo de tratamentos de dados. A coluna empregada
foi do tipo Hypersil ODS (200 x 4 mm didmetro interno),
de 5 um de diametro de particula. A mistura de solventes
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empregada para elui¢do foi: X: MeOH:H,PO, (999:1) e
Y: H/O:H,PO, (999:1), com gradiente: 0 min — 40 min,
20% - 100% X; 40 min —45 min, 100% X. A vazio foi de
1 ml/min, a temperatura do forno foi de 30 °C e foram
injetados 2,0 ul. O detetor foi programado a 270+ 15, 325
+75 e 365 £ 2 nm. Os compostos foram identificados na
biblioteca de compostos fendlicos e flavanoides existentes
na estagdo de tratamentos de dados e em tempos de retengao.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

O Quadro 1 apresenta os resultados obtidos com as
extra¢des, tomadas em relagdo a madeira seca. Com estes
dados, constata-se que para a A. urundeuva ha diferenga
de 3,7% no rendimento da extragdo entre as duas misturas
de solventes.

Quadro 1 - Rendimentos médios dos extratos
Table 1- Average extract yield

Extrato Rendimento (%)
(AA) Acetona-agua 7:3 (v/v) 22,4
(MA) Metanol-agua 4:1 (v/v) 18,7

A titulo de comparagao, os rendimentos obtidos para
os extratos acetona:agua de duas espécies de Eucalyptus,
outra madeira cultivada no cerrado e que se degrada
facilmente, foram E. grandis W.Hill ex Maiden 7,8% e
E. uropylla S.T. Blake 12,2% (Chang, 2000). O rendi-
mento do extrato acetona:dgua obtido da aroeira-preta
foi bastante superior ao das duas espécies de Eucalyptus.
Os extratos metanol:dgua de algumas espécies de
Eucalyptus cultivadas em outras regides também apre-
sentam baixo rendimento (Figura 3, adaptada de Conde
etal., 1995, 1996, 1997).

O Quadro 2 apresenta os resultados da reta obtida
na curva de calibragdo com acido galico para cada amos-
tra, pelo método Folin-Ciocalteau. Este resultado indica
uma variacao de 6,1% entre um resultado e outro, sendo
o extrato acetona-agua o de maior rendimento para este
ensaio.

Valores médios de fendis totais de 3,3% para o
E. grandis e 4,1% para o E. urophylla foram encontrados
por Chang (2000). Estes resultados indicam que a madeira
de A. urundeuva possui um teor de fendis totais bem superior
ao encontrado para as espécies de Eucalyptus estudadas.
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O Quadro 3 apresenta os resultados ao utilizar a reta
obtida na curva de calibragdo com acido gélico para cada
amostra pelo método azul-da-prussia modificado
(Graham, 1992).
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Figura 3 - Comparagdao do rendimento dos extratos
acetona:agua e metanol:dgua para as madeiras de
aroeira-preta e algumas espécies Eucalyptus.

Figure 3— Comparison of methanol:water and acetone: water
yield for aroeira-preta and Eucalyptus spp. wood.

Quadro 2 - Fendis totais pelo método Folin-Ciocalteau em
equivalentes de acido galico

Table 2 - Total phenol yields by the Folin-Ciocalteau
method in gallic acid equivalents

Rendimento
Amostra . Ao
mgem equlvalent.es de acido % do extrato bruto
galico/g madeira seca
AA 43,8 19,1
MA 37,7 20,2

Quadro 3 - Fendis totais obtidos pelo método azul-da-
prussia modificado, em equivalentes de acido galico

Table 3 - Total phenol yields by the modified Prussian
Blue method in gallic acid equivalents

Rendimento
Amostra . Ao
mg em equlvalent.es de acido % do extrato bruto
galico/g madeira seca
AA 55,4 24,7
MA 42,6 22,8
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Esse resultado indica que o ensaio para determi-
nag¢do de fenois totais, pelo método do azul-da-prussia,
produz maiores rendimentos do que o Folin-Ciocalteau,
tanto em AA quanto em MA.

O Quadro 4 apresenta os resultados para o teor de
proantocianidinas pelo método da vanilina, ao empregar
a reta obtida na curva de calibragdo com catequina para
cada amostra.

Quadro 4 - Rendimento de proantocianidinas obtido pelo
método da vanilina, em equivalentes de catequina

Table 4 - Proanthocyanidin yield by the vanillin method
in catechin equivalents

Rendimento
Amostra mg em equivalentes de % do extrato bruto
catequina/g madeira a.s
AA 6,1 2,7
MA 31,2 16,7

Ao contrario dos valores obtidos para fenois totais,
o teor de proantocianidinas foi maior no extrato metanol-
aquoso. Esta diferenca foi significativa. Os resultados
permitem afirmar que, para esta espécie de madeira, as
proantocianidinas sdo preferencialmente extraidas em
metanol-agua.

A degradagdo oxidativa das proantocianidinas, que
as transforma em antocianidinas, ocorre por aquecimento
do extrato (AA e MA) em butanol-acido. A curva obtida
por esse método ¢ bifasica e consiste de duas retas
(Stafford & Lester, 1980), o que resulta em problema,
pois a relagdo de Lambert-Beer entre a absorvancia e a
concentragdo de antocianidinas apenas pode ser aplicada
em baixas faixas de concentragdo (< 0,2). As amostras
brutas (AA e MA) tiveram absorvancia muito alta (> 2,5)
no comprimento de onda 550 nm, que ¢ caracteristico
das antocianidinas resultantes da reacdo. Foram feitas
diluicdes que levaram ao desaparecimento do pico em
550 nm. Neste caso, ndo foi possivel a quantifica¢do das
proantocianidinas por meio desse experimento (Queiroz,
2001).

A comprovagdo da existéncia de 3-deoxi-proanto-
cianidinas ¢ feita basicamente por comparagdo das
amostras com o branco em relagdo a amostra com buta-
nol-acido. Para o comprimento de onda 485 nm, as
diferencas entre as amostras com o branco e com butanol-
acido nao foram significativas. Estes resultados indicam
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que nessas amostras nao houve presenca de apigedini-
dinas. Ja em 495 nm, a diferenga de absorvancia das
amostras foi maior, indicando que ha 3-deoxi-proanto-
cianidinas do tipo luteolinidinas (Queiroz, 2001).

Por intermédio da CLAE foram estudadas as fracdes
soluveis em agua e em éter etilico do extrato metanol-
dgua da 4. urundeuva. No extrato aquoso, depois da
extragdo com éter, foram constatados um pico referente
ao acido galico e uma banda larga composta por diferentes
tipos de proantocianidinas (Nascimento & Morais, 1996;
Morais et al.,1999).

A Figura 4 mostra o cromatograma dos componentes
extraidos do extrato aquoso com éter. O principal
componente apresentado ¢ a fisetina (5). Além deste
composto, foram identificados os acidos galico e elagico
(1 e 3, respectivamente) e as concentragcdes menores de
compostos que apresentam espectros de UV caracteris-
ticos de flavanonas (2), flavanois (7) e elagitaninos (6).
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Figura 4 - Cromatograma dos componentes extraidos do
extrato aquoso com éter.

Figure 4 — HPLC chromatogram of the ether soluble
components extracted from the aqueous extract.

A presenga de fisetina no extrato etéreo, juntamente
com outros dados da literatura, indica que os taninos da
aroeira-preta sdo do tipo profisetidinas, conforme citado
por Morais et al. (1999).

4. CONCLUSOES

- Para a madeira de A. urundeuva, a acetona foi mais
eficaz para dissolver os extrativos do que o metanol e
o teor de fendis totais dessa espécie de madeira foi
bem superior ao encontrado para as espécies de
Eucalyptus estudadas.
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- A determinagdo de fenois totais, pelo método do azul-
da-prussia, produziu maiores rendimentos do que o
Folin-Ciocalteau, tanto em AA quanto em MA.

- Para esta espécie de madeira, as proantocianidinas fo-
ram preferencialmente extraidas em metanol-agua.

- Por meio do experimento em butanol-acido, averiguou-
se que as 3-deoxi-proantocianidinas sdo do tipo luteoli-
nidinas e que ndo ha apigedinidinas. Nao foi possivel
a quantificacdo das proantocianidinas por meio deste
método.

- A presenga de fisetina no extrato etéreo indicou que
os taninos da aroeira-preta sdo do tipo profisetidinas.

- A elevada quantidade de extrativos fendlicos classifica
essa madeira como muito rica em metabolitos secun-
darios, que podem ou nio estar associados com a ligni-
na e que, provavelmente, sdo os principais responsaveis
pela larga resisténcia natural da Myracrodruon
urundeuva a degradagdo quimica e bioldgica.
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