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RESUMO

As saponinas sao tensoativos naturais, caractaszaihcipalmente por sua atividade
espumaogenallex paraguariensisA. St. Hil, conhecida como “erva-mate”, é uma
espécie vegetal rica em saponinas e de importé@ugadmicae cultural para este
Estado. Estudos anteriores demonstraram que @s fimeturos dé. paraguariensis
uma parte do vegetal sem valor comercial, apresesdees mais elevados de
saponinas que as folhas da erva-mate. O objetigie dgabalho foi avaliar a
potencialidade das saponinas dos frutos imaturéspgaguariensiscomo adjuvante
espumaogeno, sob o ponto de vista fisico-quimia@readgico, bem como a avaliacao
do potencial de irritacdo dérmica. Para isso, foempregados um extrato bruto
liofilizado (EXL) obtido por turbdlise na proporcdo de 1:10 drogaente em
etanol:agua (40:60 v/v) como liquido extrator esdpiodutos purificados ricos em
saponinas, denominad&s.7090 e P6, obtidos por um processo de fracionamento em
fase solida e eluicdo com metanol-agua (métod@braum processo de complexacao
com polimero polivinilico por contato direto (métodl), respectivamente. Para a
caracterizacdo do perfil das saponinas e monitorarge processos, foi desenvolvida
uma metodologia analitica por CLAE em fase revelgg em sistema gradiente
acetonitrila: &cido fosforico 0,5 % com deteccdo28h nm. A atividade de superficie
das saponinas foi avaliada através do abaixameatdedsdo superficial, CMC,
excesso de superficie e area superficial. Os padefisspumabilidade e estabilidade da
espuma das saponinas do EXL e da Fr. 7090 forafiadwa através de medidas da
espumabilidade, drenagem, tempo de permanéncismlana e resisténcia. Como
tensoativos de comparacdo foram utilizados o kulfdto de sdédio LSS) e
polissorbato 80Foli. 80, empregados nas mesmas condi¢cdes e concentpdes
solugbes de saponinas. A influéncia de eletrololsre os perfis espumdgenos foi
avaliado utilizando NaCl, KBr, KN§ MgCl, e NgHP(O,, mantendo a forca idnica
constante em 0,024 M. Para a analise das propasdsgbumdgenas das saponinas, a
espuma foi gerada em coluna de vidro por insuflagd@car durante 20 segundos,
mantendo um fluxo de 2 L nifn O perfil de drenagem das espumas das saponinas na
concentracdao de 10 CMC foi avaliado e expresso cparoentual de volume de

liquido retido na espuma (VLE %), no tempo zerooelango de 60 minutos. A
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estabilidade da espuma das saponinas de Fr.70®0f@ Bvaliada considerando a
altura da coluna de espuma em funcédo do tempooerggistro e analise fotogréaficos
da espuma até 480 minutos. Para avaliar a inflaédai tamanho micelar sobre as
propriedades espumdgenas dos tensoativos, o ddanedttivo das micelas foi
determinado por medidas de espalhamento de luméiadDados adicionais sobre a
sua estabilidade foram obtidos mediante a anabsegifafica bidimensional, em
camara geradora de espuma projetada para esiddoal A resisténcia da espuma foi
caracterizada mediante a velocidade de queda deesfesa através da coluna de
espuma, sob condicdes experimentais padronizadagr. A7090 apresentou um
elevado grau de espumabilidade semelhante ao Isefezior ao Poli. 80. Quanto ao
perfil de drenagem, as saponinas apresentaram land& VLE % em 60 minutos
(Tyy) de 12,0 % e 15,2 %, para o EXL e Fr. 7090, rds@aoente, em relacéo a 7,15
% para ambos tensoativos sintéticos. As saponimpassentaram um perfil de
estabilidade diferenciado, com maior estabilizag@brutural com o tempo. As
espumas das saponinas apresentaram uma resistaunmeior aos tensoativos
sintéticos, porém, somente a 25 CMC. A adicdo eeditos as solu¢des de saponinas
influenciou negativamente os perfis espumégeno eglabilidade da espuma das
saponinas. As andlises por espalhamento da luzresugenicelas de dimensdes
maiores em relacdo aos tensoativos nao-ibnicos massivel formacdo de estruturas
supramicelares, mesmo baixas concentracdes. Fdlaeabidimensional, a espuma do
EXL apresentou menor alteracdo da forma e nimesdbdbnas de ar com o tempo,
comparado a espuma de LSS. O potencial de irritaigdimica das saponinas foi
avaliado pelo teste de irritacdo primaria dérmieddaizein vivo, em coelhos machos
albinos. A avaliacdo bioldgica classificou as sapas como produtos nao-irritantes.
Pelos resultados, concluiu-se que as saponinas fames imaturos dellex
paraguariensis apresentam um potencial emprego tecnoldgico, taaias suas

propriedades espumogenas, como pela ausénciatdedior cutanea.

Palavras-Chave: Saponinas, frutdlex paraguariensis propriedades de interface,

espuma, tensao superficial, eletrélitos, micelagacdo cutanea.
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ABSTRACT

Physico-Chemical and Technologycal avaliation of # saponins of llex

paraguariensisA. St. Hil. fruits: potential adjuvant foaming.

Saponins are natural surfactants, characterizedlynfar its foaming propertiedlex
paraguariensisA. St. Hil, known as “erva-mate”, is a rich vededpecie in saponins
and of economic and cultural importance for thisat&t Previous studies had
demonstrated that the immature fruits lof paraguariensis one has left of the
vegetable without commercial value, presents higloericentrations of saponins that
the leaves of “erva-mate”. The objective of thisrkvavas to evaluate the saponins
potentiality of the immature fruits of paraguariensisaas adjuvant foaming, under the
technological and physical-chemical point of vieag, well as the evaluation of the
cutaneous irritation potential. For this, it hactbeaised a rude extract (EXL) obtained
by tubo-extraction using ethanol 40% (v/v) as estorliquid and two rich purified
products in saponins obtained by a process in gtlase and elution with methanol-
water (method 1) and a complexation process witlyypayl polymer (method II),
respectively. For the characterization of sapopirtgile was developed an analytical
methodology using HPLC ingreversed phase, with a system gradient composed by
acetonitrile:phosphoric acid 0,5 % with detection205 nm. The surface activity of
saponins was evaluated through the lower of theersig@al tension, CMC, surface
density and superficial area. Foambility and siigbgrofiles of the saponins foam of
the EXL and Fr. 7090 had been evaluated througmébaity mensuraments,
draining, permanence time of the foam and resistariche films. As surfactants of
comparison it had been used sodium dodecylsulgh&®) and polyssorbate 80 (Poli.
80). These had been analyzed in the same condiiotisconcentrations of saponins
solutions. The electrolytes influence on the foamprofiles was evaluated using
NaCl, KBr, KNO;, MgCl, and NaHPQ,, keeping the constant ionic strenght in 0,024
M. For the analysis of the foams properties ofghponins, the foam was generated in
glass column by air insufflation during 20 seconslgh a constant flow of 2 L min-1.

The draining profile of the saponins foams in tlenaentration of 10 CMC was
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evaluated and expressed as percentile of volumestfained liquid in the foam (VLE
%), in time zero and throughout 60 minutes. Théibta of the saponins foam of
Fr.7090 and P6 was evaluated considering the heigtite foam column in function
of the time and for the photographic register amalysis of the foam till 480 minutes.
To evaluate the influence of the micellar size e foaming properties of the
surfactants, the effective diameter of micelles vdgtermined by dynamic light
scattering mensuraments. Additional data on itsilgiahad been obtained by means
of the bidimensional photographic analysis, in gatieg foam chamber projected for
this purpose. The resistance of the foam was ctaraed by means of the speed of a
sphere fall through the foam column, under standaddexperimental conditions. Fr.
7090 presented one high degree of similar foargltititthe LSS and superior to Poli.
80. As much as to the draining profile, the sapsiad presented a value of VLE %
in 60 minutes (T1h) of 12,0 % and 15,2 %, for tRd_Eand Fr. 7090, respectively, in
relation to 7,15 % for both synthetic surfactanite Baponins showed a differentiated
profile of stability, with bigger structural stalzétion with the time. The saponins
foams had presented a superior resistance to titeedic surfactants, however, only
25 CMC. The addition of electrolytes had a negatiiuence on saponins foams
profile and stability. The analyses for dynamichtigscattering suggest bigger
dimensions micelles in relation to the nonionicfactants or the possible formation of
highest micelles, even at low concentrations. Tolldimensional analysis, the EXL
foam presented minor alteration of the form and Ibemof the air bubbles with the
time, compared with the LSS foam. The potentiatr@ cutaneous irritation of the
saponins was evaluated by the test of dermic pyiratation of the Draize test in
albinic male rabbits. The biological evaluationssified the saponins as not-irritating
products. For the results, it was concluded that ghponins ol. paraguariensis
immature fruits presented a technologycal potents&, as for its foaming properties

as for the absence of cutaneous irritation.

Keywords: llex paraguariensissaponins, fruits, interface properties, foam esfigial

tension, electrolytes, micelles, cutaneous irotati
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INTRODUCAO GERAL E RELEVANCIA DO TEMA




1. INTRODUCAO GERAL E RELEVANCIA DO TEMA

As saponinas constituem uma das mais importantesses de metabdlitos
secundarios produzidos pelas plantas superioréificadas em aproximadamente 100
familias botanicas. Ocorrem em grandes quantid@dés30%) em tecidos vegetais e,
em menor propor¢cdo, em alguns animais marinhos THEPSMAN e MARSTON,
1995; OLESZEK, 2002).

Devido o seu carater anfifilico, as saponinascsihecidas como tensoativos
naturais, sendo utilizadas pelas suas propriedadadsificantes, espumogenas e
detergentes em diversos setores industriais, coméxtib, farmacéutico, alimenticio,
cosmético e na producdo de bebidas (TANA&Aal, 1996; MITRA e DUNGAN,
1997; KAUFFMANN, 2002). Além destas propriedades, saponinas apresentam
varias atividades biologicas relacionadas tantsuss caracteristicas de atividade
superficial (LEONARDet al, 2003), como pela capacidade de formarem complexos
com esterdides, proteinas e fosfolipideos das namabrcelulares (HOSTETTMAN e
MARSTON, 1995; CHAVALI E CAMPBELL, 1987; CHAVALIlet al, 1987;
CLELAND et al, 1996; MARCIANI et al, 2000; KAUFFMANN, 2002; SPARt
al., 2004). As saponinas e os polifendis sao congidsragor alguns autores como 0s
responsaveis pela maioria dos efeitos bioldgicaeados na medicina tradicional
chinesa (SPARGt al.,2004).

As principais fontes de saponinas para a indusias raizes de diferentes
espécies européias daypsophillaspp e cascas do tronco dguillaja saponaria
Molina, espécie sul-americana encontrada no CRiégu e Bolivia. O emprego das
saponinas da quilaia em alimentos como emulsioregréen bebidas como espumante,
é regulamentado nos Estados Unidos, Europa e JEp&d-FMANN, 2002).

Apesar do seu uso difundido, as propriedadesofipidmicas e coloidais das

saponinas, ainda tém sido pouco caracterizadasRIMEDUNGAN, 1997).

Para a utilizacdo em nivel industrial, € essencialentanto, que a matéria-
prima vegetal seja disponivel em quantidade sufieiee que o conteuddo em
saponinas seja elevado e, para o emprego em atisnertosméticos, a planta deve ter
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uma longa histéria de uso humano e a sua segurdega estar oficialmente
comprovada (TANAKAgt al,1996).

Neste contextd]ex paraguariensiA. St. Hil., popularmente conhecida como
erva-mate, € uma espécie vegetal rica em saporibaadante em nosso Estado e de
grande importancia econdmica e cultural, principaita para o sul do Brasil e paises
vizinhos (ATHAYDE, 1993; CAMPOS, 1996).

A investigacdo das saponinas da erva-mate temosigdo de varios estudos
de identificacdo, isolamento e elucidacdo estrytysancipalmente referente as
saponinas encontradas nas folhas (GNOATTO, 200@).0Amomento, somente as
folhas e ramos de paraguariensiséo utilizados nos produtos a base de “erva-mate”.
Parte de suas potencialidades reflete-se nas dast@s registradas para os extratos
secos fesinag obtidos das folhas diéex aquifoliumL. ou llex paraguariensie do
seu emprego para o tratamento da pele e cabel@{0660; US5958395).

Neste sentido, devido a importancia do cultivo da-enate em nosso Estado,
€ de vital importancia investigar o potencial ergprde outras partes do vegetal.

A investigacdo da presenca de saponinas em orgéss e da comprovagcao
de teores elevados de saponinas nos frutos imatdeodlex paraguariensis
(KRAEMER, 1997; ATHAYDE, 2000), levou a estudos fmo®res sobre o
isolamento e identificacdo destas saponinas (TAKEPRAOl), bem como ao
desenvolvimento de métodos analiticos e tecnol&gdicecionados a obtencédo de
fracOes purificadas das saponinas presentes rnos froaturos, incluindo métodos de
separacao e purificacdo (PAVEI, 2004).

E neste contexto que se insere o objetivo de astsmb o ponto de vista
fisico-quimico e tecnoldgico a fragcdo saponosidites frutos imaturos dd.
paraguariensis um material de refugo industrial, com alto teer shponinas, cujas
potencialidades de aplicacdo tecnolégica vém sebgiio de estudo neste Programa

de Pés-Graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas (PPGCF).



OBJETIVOS




O objetivo geral deste trabalho foi avaliar as pexfades fisico-quimicas e
tecnologicas das saponinas dos frutos imaturodlede paraguariensis visando

explorar a sua potencialidade como adjuvante esgenm

Objetivos Especificos:

1) Identificar e caracterizar a matéria-prima vabettravés de métodos
cromatograficos analiticos qualitativos como CCOLAE;

2) Estabelecer condicbes de extracdo pelo processturboextracdo, a partir de
misturas hidroalcodlicas de diferente graduacao;

3) Desenvolver uma metodologia por CLAE para aatareacdo das saponinas,
segundo as caracteristicas dos produtos a serdisadog;

4) Caracterizar a atividade superficial das sapmimtravés da tensdo superficial,
concentracao micelar critica, densidade de supediarea molecular;

5) Avaliar a capacidade espumdgena das saponicasparar frente a tensoativos
sintéticos através da determinacdo do volume deinespgerado sob condicdes
padronizadas;

6) Avaliar a estabilidade das espumas das sapomitmasés da determinacdo dos
perfis de drenagem e de permanéncia da espumangaofdo tempo;

7) Avaliar a resisténcia da espuma;

8) Avaliar o efeito de eletrdlitos sobre as progaides espumogenas e de estabilidade
das espumas das saponinas;

9) Avaliar através de analises de espalhamentouzledinamico, a influéncia do
tamanho micelar sobre as propriedades espumoégaaaaponinas

10) Avaliar a evolugéo da estrutura da espumaegrde analise bidimensional;

11) Avaliar o grau de irritagcdo primaria dérmioavivo do extrato bruto e produtos

purificados.



Capitulo 1

Saponinas ddex paraguariensidA. St. Hil.



1.1. INTRODUCAO

As saponinas sao glicosideos de elevada massautaslé@@00 a 2000 Da). De
acordo com a estrutura da aglicona (genina ou smpo) Ssao classificadas em
saponinas triterpénicas, as quais apresentam urneondgdgterpénico pentaciclico
composto por 30 atomos de carbono ou em saponat@®ielais, compostas por um
nacleo esteroidal de 27 atomos de carbono. As sagmesteroidais, no entanto, ndo
sdo tdo largamente distribuidas na natureza comodastipo triterpénico
(HOSTETTMANN e MARSTON, 1995; OLESZEK e BIALY, 2006

Ambas agliconas podem apresentar diferentes substs (-H, -COOH, -
CHs), e os acucares podem estar ligados a sapogenomanp ou dois sitios de
glicosilacdo, o que originou a classificacio emora@s monodesmosidicas e
bidesmosidicas, respectivamente, sendo raras asisap tridesmosidicas. As por¢coes
glicosidicas podem ser lineares ou ramificadas, cadeias contendo normalmente de
2 a 5 unidades monossacaridicas. Os acUcares omaigis encontrados nas saponinas
sao hexoses (glicose, galactose), 6-deoxiexosaan@se), pentoses (arabinose,
xilose), acidos urbnicos (&cido glicurbnico) ou Raoaiclcares (glicosamina)
(HOSTETTMANN e MARSTON, 1995; HE, 2000; SCHENKElIlet al, 2003;
SPARGet al.,2004).

O numero de constituintes e as diferentes posiaoiis da composicdo da
cadeia de acucar e sua ligacdo, originam uma grdindesidade natural de estruturas
e, mesmo dentro de uma mesma espécie, diferenties plw vegetal podem conter
saponinas com diferentes estruturas (SCHENIEERI, 2003; OLESZEK e BIALY,
2006).

O estudo das saponinasltex paraguariensidoi iniciado neste Programa de
Pos-Graduacdo pelo Prof. Dr. Eloir Paulo Schenkekotaboradores. Assim,
GOSMANN em 1989 isolou e identificou os primeirasmpostos glicosilados nas
folhas dellex paraguariensis seguida por MONTANHA, em 1990, que além do
isolamento e da identificacdo de outros glicosideterpénicos, iniciou a avaliacdo
biologica destes compostos. A seguir, a analismdimica e farmacologica, bem

como o desenvolvimento de metodologias analitieaguhntificacdo e processos de
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purificagdo, deram continuidade aos estudos demx paraguariensisA. St. Hil
(ATHAYDE, 1993; KRAEMER, 1997; ATHAYDE, 2000; GNOAD, 2002;
COELHO, 2002; TAKETA, 2001; PAVEI, 2004).

A investigacao de outras espécies do Rio Grandautido génerdlex, comol.
dumosaReissek.l. brevicuspis I. integerrimg |. microdonta |. pseudoboxuysl.
taubertiana, e |. theezansforam paralelamente realizadas aos estudos kemn
paraguariensisyindo a contribuir para um maior conhecimento qaéntaxonémico
e farmacologico das espécies deste Género. Desidaracteristicas estruturais entre
as espécies estudadas, as saponinas constituem,exp@léncia, marcadores
guimiotaxonémicos deste Género (TAKETA e SCHENKHEB94; HEIZMANN e
SCHENKEL, 1995; TAKETA e SCHENKEL, 1995; TAKETAet al, 2000;
ATHAYDE, 2000, LENCINA, 2004).

1.2. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.2.1. Génerdlex: ocorréncia, distribuicdo e aspectos fitoeconéomiso

O génerollex pertence a familia Aquifoliaceae, possuindo ceafea500
espécies ja identificadas. Sdo arvores de médiaralg porte, distribuidas nas regiées
tropicais e subtropicais, sendo o maior nimero sfgEa@es encontrado na regiao
tropical da Asia e da América (GIBERTI, 1979; GORIGZZANY et al, 2001).

Na Ameérica, o Brasil conta com o maior niamero egregsentantes, sendo
relatadas 68 espécies para este género (GIBERY9%),18nde a mais importante das
espéciepara a Ameérica do Sul, sob o ponto de vista soe@ndémico e cultural, é
llex paraguariensisA. St. Hil, conhecida popularmente como “erva-mat&lia area
de distribuicdo nativa esta concentrada nas regidi@sopicais e temperadas do sul da
América Latina e do Brasil (Rio Grande do Sul, 8a@atarina e Parana), incluindo
Mato Grosso do Sul, sudoeste de S&o Paulo e cedtardguai (GORLZACZANY,
2001). O cultivo para fins comerciais ocorre, tampéa Argentina, Uruguai e
Paraguai (TAKETA, 2001).



Para |. paraguariensis sao reconhecidas, atualmente, trés variedades
botanicas: variedad@araguariensis,sincorensisLoes e vestita Loes (GIBERTI,
1995).

Entre as espéciate llex, |. brevicuspiReissek d. theezandMart. crescem
no mesmo habitat de paraguariensissendd. argentinalLillo, nativa do noroeste da
Argentina. Estas trés espécies sdo usadas comiitignbess ou adulterantes da erva-
mate (GORZALCZANYet al, 2001).

1.2.1.1.llex paraguariensisA. St. Hil.

1.2.1.1.1. Aspectos agrondmicos e botanicos

llex paraguariensisé popularmente conhecida como erva-mate, mate, cha
mate, mate-legitimo e mate-verdadeiro, entre outl@sominacdes (GOSMANN,
1989; ATHAYDE, 1993; CAMPOS, 1996F uma arvore ou arbusto perene com até
15 metros de altura, folhas com margens irregulaeeseado-crenadas alternadas e
simples, subcoridceas até coriaceas de 5 a 8 coordprimento com 3 a 4 cm de
largura. Apresentam inflorescéncias geralmentddalscias e axilares nas folhas. As
flores sé@o tetrameras, brancas, estando frequienterae masculinas e femininas na
mesma inflorescéncia. O periodo de floracdo vaaelembro a dezembro e o periodo
de frutificacdo ocorre de dezembro a marco. O f(btgural) € esférico, carnoso, na
forma de baga-drupa preta quando seco, com um tti@meédio de 5 mm e pode ser
verde, vermelho ou vinho, dependendo do seu es@gionaturacdo (GIBERTI,
1979).



Figura 1. Frutos imaturosligs paraguariensiA. St. Hil.

1.2.1.1.2. Aspectos fitoquimicos

A maioria dos estudos coln paraguariensisesta relacionada a andlise da
composicdo quimica das folhas, destacando-se anmaesle metilxantinas (cafeina,
teobromina e teofilina), flavondides (rutina, quetitta e isoquercitrina), taninos, acido
clorogénico, neoclorogénico e isoclorogénico, sayas metabdlitos primarios, como
as vitaminas A, B B, e C, acido nicotinico, carotenos, colina, trigoreel acucares,
acidos graxos normais do butirico ao estearicorexapadamente 250 constituintes
volateis, com altos niveis de 2-butoxietanol eltihao que caracteriza o aroma da
erva-mate (KRAEMER, 1997).

Da andlise dos teores de metilxantinas nas fottead. paraguariensis,
constatou-se que os teores de cafeina e teobr@@insignificativamente maiores em
|. paraguariensigdo que em outras espécies riograndenses dess®e ¢S8AHENKEL
et al, 1996; TAKETA, 1997; ATHAYDE, 2000), e entre as rieglades, a
paraguariensisapresentou um maior teor de cafeina (1,4% nasadgthvens e 0,16%
nas velhas), quantidades pouco expressivas deoteoi@, ndo sendo detectada a
presenca de teofilina (MAZZAFERA, 1994; GNOATTO,(2). Quanto a variagdo

anual do teor das metilxantinas, SCHUBERT (200®8tectou para a cafeina e
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teobromina um aumento da concentracdo destas nav@ia € no verdo, e um

decréscimo no periodo do outono e inverno.

O primeiro relato quanto a composicdo quimica dostos de |I.
paraguariensis foi relacionado a presenca de metilxantinas p&RMVALHAS
(1965), e complementado por MAZZAFERA (1994), o lqdatectou pequenas
concentracdes de metilxantinas, estando, a cafpfeaente em todas as etapas de
maturacdo dos frutos. A teobromina apenas nossfiatduros e a teofilina ndo sendo

detectada.

Entre os compostos polifendlicos presentes nasagottel. paraguariensis,
estdo os flavonoides quercetina-3-O-rutinosidedin@) quercetina-3-O-glicosideo
(isoquercitrina), canferol-3-O-glicosideo, canfeBeD-rutinosideo e quercetina livre,
juntamente com os acidos clorogénico, neoclorogéfido 5-cafeoilquinico) e
isoclorogénico, sendo, este, uma mistura dos aclges3,4-dicafeoilquinico e 3,5-
dicafeoilquinico (KRAEMER, 1997).

Na investigacdo da presenca de flavondides, foiomrado paral.
paraguariensisum maior teor de flavonoides e derivados polifaacdiem relacdo as
outras oito espécies sul Americanas do géhexavaliadas (FILIRet al, 2001)

Nos frutos, SANTAMOUR (1973) identificou as antainas cianidina-3-

xilosilglicosideo e cianidina-3-glicosideo.

1.2.1.1.2.1. Saponinas

1.2.1.1.2.1.1. Saponinas das folhas lliex paraguariensis

GOSMANN (1989) relatou teores de saponinas delB% do peso seco das
folhas del. paraguariensis A elucidacéo estrutural dessas saponinas fobelsteda
por GOSMANN e SCHENKEL (1989), MONTANHA (1990), GONN et al..
(1995), KRAEMERet al. (1996) e SCHENKELet al. (1997), sendo, atualmente
descritos 13 glicosideos triterpénicos com a pas#lica composta de glicose,

ramnose e arabinose (Tabela 1).
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As saponinas das folhas dlex paraguariensisapresentam exclusivamente
agliconas derivadas dos acidos ursdlico e oleamdlikigura 2), o que permite
diferencia-las das saponinas das folhas das dexspécies sul-americanas do género
llex, as quais sdo predominantemente derivadas do &dddehidroxi-ursolico
(SCHENKELEet al, 1997).

Acido oleandlico Acido ursélico

COOR; COOR,

RiO™ . Ri
Figura 2. Agliconas das saponinafieleparaguariensifKRAEMER, 1997).
As saponinas identificadas nas folhad.dqeraguariensisestao apresentadas
na Tabela 1.
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Tabela 1. Saponinas das folhadlebe paraguariensisA. St. Hil. (GNOATTO,
2002)

Saponina

R1(G)

R2 (Cy)

Matessaponina 1

B-D-glicopiranosil-(3>3)-a-L-
arabinopiranosila

B-D-glicopiranosila

Matessaponina 2

B-D-glicopiranosil-(3:>3)-[a-
L-ramnopiranosil-(32)]-)-a-
L-arabinopiranosila

B-D-glicopiranosila

Matessaponina 3

B-D-glicopiranosil-(3>3)-a-L-
arabinopiranosila

B-D-glicopiranosil-
(1— 6)-B-D-
glicopiranosila

Matessaponina 4

B-D-glicopiranosil-(3>3)-[-a-
L-ramnopiranosil-(32)]-a-L-
arabinopiranosila

B-D-glicopiranosil-
(1— 6)-B-D-
glicopiranosila

Matessaponina 5

B-D-glicopiranosil-(3:>3)-[a-
L-ramnopiranosil-(32)-a-L-
arabinopiranosila

B-D-glicopiranosil-
(1> 4)B-D-
glicopiranosila-
(1—6)- B-D-
glicopiranosila

Guaiacina B

B-D-glicopiranosil-(3>3)-a-L-
arabinopiransila

B-D-glicopiranosila

Nudicaucina C

B-D-glicopiranosil-(3:>3)-[a-
L-ramnopiranosil-(32)]-a-L-
arabinopiranosila

B-D-glicopiranosila

Jla

o-L-ramnopiranosil-(H2)-o-

L-arabinopiranosila H
Jib a-L-ramnopiranosil-(32)-a- H
L-arabinopiranosila
J2a B-D-glicopiranosil-(3>3)-a-L- H
arabinopiranosila
J2b B-D-glicopiranosil-(3>3)-a-L- H
arabinopiranosila
J3a a-L-ramnopiranosil-(3>2)-a- | B-D-glicopiranosila
L-arabinopiranosila
J3b a-L-ramnopiranosil-(3>2)-a- | B-D-glicopiranosila

L-arabinopiranosila

ObservacaoAs matessaponinas 1-4 e as saponinas J com &atesdo derivadas do
acido ursélico; a matessaponina-5, guaiacina Bicaudina C e as saponinas J com
extensda@, sdo derivadas do acido oleandlico.
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GOSMANN (1989) isolou e identificou os primeiros afqo glicosideos
triterpénicos nas folhas, denominados de matessemh, 2, 3, e 4. MONTANHA
(1990) isolou e identificou as saponinas gl JZap, € J3wy Analises
espectroscopicas reveleram que X sdo pares de glicosideos isoméricos dos acidos
ursolico e oleandlico.4J uma saponina bidesmosidifta identificada pelo mesmo
método, em uma mistura com & k. Posteriormente, KRAEMER (1997) isolou uma
nova saponina, denominada matessaponina-5 (Figuisse®do esta, descrita como a
saponina mais polar desta espécie, com seis usidaoieossacaridicas. Esta saponina

no entanto, encontra-se em concentracdo muito basdolhas.

(o]
R Glell O Glell

or RO
OM OM\ OR
OR OR
0
or

1: R=H:R, =

RO Glel

OR RO
O O
RO B RO R
OR
OR

3: R=Ac;R, =
RO

Figura 3. Estruturandatessaponina-5 (KRAEMER, 1997).

MARTINET e colaboradores (2001) identificaram duasaponinas
minoritarias, denominadas guaiacina B e nudicaudhaas quais sdo formas
isoméricas das matessaponinas 1 e 2, respectivanfediferenca reside na natureza
da aglicona, tendo o acido oleandlico ao invésaidoaursélico nas matessaponinas.
Estas saponinas minoritarias sdo caracterizadagrta de uma mistura dos seus

principais isomeros.
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Das saponinas isoladas e identificadas nas fol@asparaguariensis somente
guatro, as saponinas,JJin, ba € 3, S80 monodesmosidicas e acidas, as demais sao
bidesmosidicas e neutras (MONTANHA, 1990; KRAEMHER97) o que favorece a
capacidade apogénica (SCHENKELal, 1997). A atividade hemolitica foi analisada
preliminarmente por GOSMANN (1989), verificando cudracdo de saponinas das
folhas del. paraguariensis diferentemente de outras saponinas do géhexp n&o
apresenta esta atividade.

As matessaponinas 1, 2, 3, 4 e 5 sdo também cadhficem alguns trabalhos
pelas siglas G1, G3a, G3b, G5 e G7, respectivamente

SCHUBERT (2003), analisou por CCD semi-quantita@vvariacao anual da
concentracao nas folhas das saponinas G1 (matessajioe seu isdbmero guaiacina
B) e G3 (matessaponina-2 e seu isomero nudicauCham duas populacdes
geograficamente afastadas ldg@araguariensis observando uma maior concentracao

destas durante o inverno.

KRAEMER (1997), além das folhas, analisou por C@erfil de saponinas
presentes nos ramos, raizes, frutos verdes e nsme@uson cultura de células de
paraguariensis Os resultados obtidos permitiram afirmar a preaetestes compostos
também nos frutos e raizes, enquanto que nos ramoslturas celulares esses
ocorreram em quantidades reduzidas. A presencandessaponinas-1 e 2 foi nitida
nos frutos e raizes, enquanto que tracos de mptessa-4 foram detectados somente
nas raizes. De acordo com a andlise cromatografioa, frutos verdes foram
detectadas as matessaponinas-1, 2 e 3, duas sapagima da matesaponina 4, uma
logo acima da matessaponina-1 e duas entre assayadesnas 1 e 2/3 e a saponina J2.
Nos frutos verdes portanto, além da maior conceéitraobservou-se também, a
presenca de saponinas diferentes das encontrasléslimas.

A constatacdo de que os frutos verdes acumulams szioninas, e que 0S
frutos maduros apresentam as mesmas saponinag) ponémenor concentracao, e
com o predominio de acucares, foi demonstrado gAY DE (2000), através da

analise por CCD semiquantitativa, considerandoroera e intensidade das manchas.
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1.2.1.1.2.1.2. Saponinas dos frutos ¢lex paraguariensis

Com o objetivo de comparar os perfis das fracépersosidicas de folhas e de
frutos, TAKETA (2001) analisou amostras de frutoadoros de trés populacdes
nativas do Rio Grande do Sul, Parana e Mato Grdsstul. Ap6s maceracdo em uma
mistura de etanol: agua (70:30 v/v), foram isoladdslentificados seis compostos,
sendo destes, duas sapogeninas e trés saponimasletgtadas nas folhas desta
espécie. Entre as sapogeninas estdo o acido wrsolé@cido 3B-acetoxiursoélico e o
acido 23-hidréxiursolico, sendo, esta, a primeiifitacdo de sapogenina 23-

hidroxilada descrita para a espécie (Figura 4).

@ (o

Figura 4. Estrutura quimica dos acidos: (a) ureglid) acetoxiursélico e (c) 23-
hidroxiursolico (TAKETA, 2001).

Das saponinas isoladas e identificadas, o glieosi€iyu e o ilexosideo Il ja
haviam sido relatados para outras espéciefiede enquanto o matesideo, foi pela

primeira vez relatado para o génédex.
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O matesideo (Figura 5) é uma saponina monodesmosidica, a qual,
corresponde ao [B30-o-arabinopiranosil-18 acido 23-diidroxiursolico (§sHseOo),
tendo como estrutura glicosidica, a arabinose diteeratravés da hidrolise acida em
CCD. O valor de Rencontrado para o matesideo foi de 0,75 em CCidossilicagel
em sistema cloroférmio:metanol:agua (100:40:55 w/v/icom uma reacdo de
coloracdo azul-purpura desenvolvida ap6s nebuliza@giuma solucdo de vanilina-

acido sulfarico e posterior aquecimento (TAKETAQ2]D

OH

HO

07T
HOH,C

Figura 5. Estrutura do glicosidetetpénico matesideo (TAKETA, 2001).

O glicosided-Ziyu (Figura 6) é uma saponina bidesmosidica que qonee
ao 28-0O-D-glicopiranosiléster do 3O-a-L-arabinopiranosil-18& do &cido
hidroxiursdlico (G;HgsO13), contendo os acucares glicose e arabinose. Afieesen
valor de R de 0,4 em sistema cloroférmio:etanol:agua (90:4@¥%v) com o
desenvolvimento de uma coloracdo de cor purpuradquaevelado com vanilina
sulfarica e aquecimento (TAKETA, 2001).
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OH

HO

Figura 6. Estrutura do glicosideo I-Zgas frutos dé. paraguariensis
(TAKETA, 2001).

O ilesoxideo ll(Figura 7) foi a saponina majoritaria e de maiolapdade
encontrada nos frutos dd. paraguariensis Corresponde ao B8O-D-
glicopiranosilester do [BO-B-D-glicopiranosil (3»3)-a-L-arabinopiranosil-18-
acido hidroxiursolico (¢zH760:g). A hidrdlise acida em CCD indicou os acucares
glicose e arabinose. Apresenta um valor de d& 05 em sistema
cloroférmio:etanol:agua (30:40:5 v/v/v), com umaag@& de coloracdo purpura,
desenvolvida ap6s nebulizacdo com vanilina sulfimgc aquecimento (TAKETA,
2001).

HO

HO

OH
0
OH
—0 OH

HO

Figura 7. Estrutura do llexosideo Il dos frutod.dearaguariensigTAKETA, 2001)
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Quanto as propriedades organolépticas da erva-makKETA e
colaboradores (2004) avaliaram esta propriedadkemonstraram que as saponinas
presentes nos frutos déex paraguariensisapresentaram um limiar de amargor
inferior ao observado para as saponinas isoladadollaas. Das saponinas isoladas
dos frutos, o ilexosideo Il apresentou um limiarageargor trés vezes inferior ao

obtido para a matessaponina-4, presente, apené&slmas

1.2.1.1.3. Aspectos farmacoldgicos e toxicoldgicos

Estudos farmacol6gicos demonstraram pargparaguariensis atividades
antiedematogénica (MONTANHA, 1990), antioxidante vitro (GUGLIUCCI e
STAHL, 1995) ein vivo (GUGLIUCCI, 1996; SCHINELLA et al, 2000),
hipocolesterolémica (FERREIR&t al, 1997), colerética e de aumento da propulséo
intestinal (GORZALCZANYet al.,2001)

A atividade antidematogénidéa vivo de um extrato hidroetandlico das folhas
de I. paraguariensise de uma fracdo purificada de saponinas foi detraates por
MONTANHA (1990). O extrato purificado administradpor via oral nas
concentracdes de 150 e 300 mg/kg reduziu o edemaai@dade rato induzido por
carragenina a partir da quarta hora, e da seguni@a tespectivamente. A atividade
antialgica também foi avaliada pela via oral paextato bruto (0,5g/kg) e para uma
fracdo de saponinas purificadas (300 mg/kg), cantuessa atividade nao foi
constatada para essa via. Por outro lado, a mesmaof de saponinas purificadas
administrada via intra-peritoneal (300 mg) mostatividade antialgica no ensaio da
chapa aquecida. Os ensaios para atividade antilzaatee antifingica também foram
realizadas frente aos microorganism&saphilococcus aureus, Escherichia coli e
Candida albicans.O extrato vegetal bruto (100 mg/ml), a fracdo d@osinas
purificadas (100 mg/ml) e a fracdo de saponinasohs@das (100 mg/ml) nédo
apresentaram esta atividade.

A avaliacdo da atividade antioxidanie vitro para o extrato del.
paraguariensisfoi relatada por GUGLIUCCI e STAHL (1995) demoasta através

da inibicdo da oxidacdo de lipoproteinas de baigasidlade (LDL) em grau
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comparavel a obtida com acido ascérbico. Posteentey GUGLIUCHI (1996),
evidenciou esta acdio vivo, demonstrando que as substancias antioxidantds de
paraguariensissdo absorvidas e atingem concentracdes plasmatpazes de inibir

a autooxidacéao do LDL.

A acdo antioxidante de um extrato aquoso prepaagoartir de uma infuséo
del. paraguariensis usando sistemas de geracao de radicais livresyvébada por
SCHINELLA e colaboradores (2000). O extrato inikde, forma dose-dependente, as
peroxidacfes lipidicas enzimatica e nao-enzimética microssomas do figado de
ratos.

A atividade hipocolesterolemiante atribuidh paraguariensisfoi associada
ao seu conteudo em saponinas. Existem trés meaigropostos para esta
atividade: o primeiro, foi associado a capacidades daponinas de formarem
agregados micelares capazes de solubilizarem cteode evitando sua absorcéo
(MITRA e DUNCAN, 1997). Outro mecanismo foi propmspor FERREIRA e
colaboradores (1997), o qual refere-se a inibig@@mbcesso de difusdo passiva do
acido colico através da parede intestinal, simulpda membrana de acetato de
celulose. Os autores sugerem um possivel efeitocbipsterolemiantén vivo,
promovido pelo aumento da excrecdo dos acidosrdsli@ deplecdo do colesterol
sistémico, utilizado para a sintese destes compaostdigado.

O terceiro e mais recente mecanismo se referenplemsacdo das saponinas
com proteinas, fosfolipideos e esterdis, como astelol, que ocorreria nas
membranas celulares da parede intestinal, reduzirddea disponivel para a absorcdo
destas substancias na mesma (SCHENKEd, 2003).

GORZALCZANY e colaboradores (2001) avaliaram oitefele decoctos de
folnas del. paraguariensise de trés dos seus substituintes ou adulteramtes (
brevicuspis . theezans I. argenting sobre o fluxo biliar e na propulséo intestinal.
Os resultados demonstraram dugparaguariensise |. brevicuspisinduziram um
aumento no fluxo biliar, seguido de um aumento mapylsao intestinal. Em
contraste]. theezan® I. argentinanao exerceram nenhum efeito no fluxo biliar nem

na propulsao intestinal.
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A atividade antimicrobiana de uma fracao de sammisoladas das frutos de
|. paraguariensis foi avaliada por SCHUBERT (2003), constatando nemdu

atividade frente ao grupo de microorganismos testad

Além das atividades especificas citadaparaguariensigambém é utilizada
na medicina popular, sendo empregada em preparagd@serciais como
medicamento natural para artrite, dor de cabecajstip@cdo, reumatismo,
hemorrdidas, obesidade, fadiga, retencdo de liguitdipertenséo, digestdo lenta e

desordens hepéticas associadas a alimentos (GORZMYE et al.,2001).

Devido ao consumo da erva-mate estar associadsas suas propriedades
farmacolégicas, mas também ao hébito do seu consdid@iao como bebida
estimulante, foram realizados alguns estudos sobt&a toxicidade. Entre estes esta o
de FONSECA e colaboradoré2000) os quais demonstraram atividade genotédxica
para 0 extrato aquoso deparaguarienssguando avaliado pelos testes de inducéao
lisogénica em Escherichia coli e de inducdo mutagénica er8almonnella
typhimurium O extrato, também apresentou um aumento na fnegiée aberracdes
cromossémicas nos linfécitos periféricos humanaste Eestudo sugeriu que o alto

consumo de erva-mate pode potencializar a caramesgéorofaringea e esofagica.

Cabe destacar, também, qule paraguariensisesta incluida no Caodigo
Alimentar Argentino (Argentine Food Code) e na Facopéia Britanica de Plantas
desde 1996, e esta sendo andlisada pela Comisdéardvisdo das monografias da
Farmacopéia Alemd, sendo indicada contra a faitiiizafe mental (GORZALCZANY
et al, 2001).
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Capitulo 2

Caracterizacdo cromatografica por CLAE das sapsndts

frutos dellex paraguariensi\. St. Hil.



2.1. INTRODUCAO

A separacdo e quantificacdo cromatografica dasngage € ainda um desafio,
devido ao fato das saponinas ocorrem como uma maistwlti-componente de
compostos de polaridades muito similares na maidais espécies de plantas, ndo
existindo um Unico método recomendado como proceationde analise de rotina para
misturas complexas de saponinas (HE, 2000; OLESZEK2; LEONARDet al,
2003; OLESZEK e BIALY, 2006).

Entre os métodos de andlise quantitativa aplicadasaponinas, a técnica por
CLAE tem grande destaque devido a rapidez de andkssibilidade e adaptabilidade
a compostos polares ndo-volateis. Outra vantagsialer@o fato das fases estacionaria
e movel estarem disponiveis em uma ampla faixa alaridade, de modo que a
seletividade no processo de separacao pode s&dgu®or outro lado, a deteccéao de
compostos através de meétodos espectrofotométriaogaira do UV-visivel fica
limitada aos compostos com cromoéforos especific@gie no caso das saponinas € um
fator critico, uma vez que a auséncia de um crorndioe absorva em comprimentos
de onda mais elevados, dificulta sua deteccéotravidleta e permite a deteccao nao-
especifica entre 200 e 210 nm (VERPOORTE e MARASCHIO01; OLESZEK,
2002; SCHENKELet al, 2003). Para superar estes problemas e desenvoétedos
analiticos validados, outros tipos de detectonessi@lo testados com sucesso, como a
deteccao por espalhamento de luz evaporativo, padeteccdo de saponinas. No
entanto, este tipo de detector ainda ndo esta e@mpas rotina no controle de
gualidade dos produtos vegetais contendo sapominasCLAE com deteccao UV
permanece o méetodo de escolha, sendo a maioridadts publicados baseados no
registro de perfis de CLAE entre 200 e 210 nm (QIES e BIALY, 2006).

2.2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Entre os métodos por CLAE descritos para a queatfio das saponinas das
folhas del. paraguariensisestao, primeiramente, aqueles propostos por KRAEME

(1997); COELHO (2002) e MARTINET (2001). Contudostas metodologias
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apresentaram certas limitagbes em termos de vabdacisNOATTO (2002)

desenvolveu um método que mostrou linearidade eisdi® porém, propbe a
guantificacdo das agliconas liberadas mediantedlisdr acida, expressas em &cido
ursolico e oleandlico, ndo sendo transponivel gaiguantificacdo dos glicosideos

saponosidicos.

Com base nestes estud®AVEI (2004) propds o desenvolvimento de um
método analitico por CLAE para a quantificacdo glassideos presentes nos frutos
imaturos. O método consiste em um sistema de elisp&ratico em fase reversa. As
condi¢cdes cromatograficas propostas, incluem o egepde coluna g, deteccdo em
ultravioleta ¢ = 205 nm) e fase movel constituida de acetonifbtamba A) e &cido
orto-fosférico 0,15 M (bomba B), num fluxo de 0,4/min. Esta metodologia se
mostrou satisfatdéria quanto aos parametros anabsagorém, apenas, para 0S

glicosideos com caracteristicas mais polares.

Em face disso, o objetivo desta etapa, foi dedeavauma metodologia por
CLAE, empregando um sistema de eluicdo por gragliemdm a finalidade de obter
um perfil cromatografico, que permita a caractedzados diferentes glicosideos
triterpénicos presentes no extrato bruto e frapdesicadas dos frutos imaturos te

paraguariensis

2.3. MATERIAL E METODOS

2.3.1. MATERIAL

2.3.1.1. Reagentes e solventes

Acetonitrila (Ominisol?, Merck); &cidoorto-fosférico 85% (Merck); agua Milli-&.
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2.3.1.2. Substancias de referéncia

Acido clorogénico (Sigma), rutina (Rotichrom), nsstaponinas-1, 3 e 5,
saponina s), isoladas das folhas diex paraguariensi§ extrato bruto liofilizado dos

frutos imaturos délex paraguariensis

2.3.1.3. Aparelhos, equipamentos e materiais divers

Cromatografo de fase liquida Shimalzmomposto por duas bombas de alta
pressdo LC-10AD, degasificador DGU-2A; injetor an&iico SIL-10A, unidade de
controle CBM-10A, equipado com programa gerenciadbtASS LC-10
(Shimadz{); coluna cromatogréafica de aco inoxidavel com @nehto em fase
reversa Nova-P&kCs (300 x 3,9 mm d.i.), didmetro de particula dew, 60 A
(Waters); pré-coluna com enchimento Bond&p&ks , 125 A (Waters); membrana
hidrofilica HVLPO 4700 (0,4mum de poro x 47 mm de diametro) Millipore® (Estados
Unidos); membrana hidrofilica HVLPO 1300 (0,48 de poro x 13 mm de diametro)
Millipore® (Estados Unidos).

2.3.2. METODOS

2.3.2.1. Obtencédo do perfil cromatografco por CLAEdas saponinas do extrato

bruto dos frutos imaturos dellex paraguariensis
2.3.2.1.1. Preparacéo da amostra
Amostras de 5 mg de cada substancia de referémartrato bruto liofilizado

(descrito no item 3.2.4.3 do Capitulo 3), exatamgmgsadas, foram dissolvidas em

10,0 ml de uma mistura de acetonitrila:agua (2545 em baldo volumétrico,

! Amostras de saponinas foram gentilmente cedidad jpeoratério de Fitoquimica desta Faculdade a pel
Profa. Dra. Margareth L. Athayde (UFSM).
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fitradas em membrana hidrofilica HVLP, com diaroetde poro de 0,451

(Millipore®) e imediatamente injetadas no cromatografo.

2.3.2.1.2. Preparacao da fase movel

A fase movel foi composta por duas misturas deesihs, denominadas Fases
A e B. A Fase A composta por acetonitrila e aciosfdrico 0,5%, na proporcédo de
10:90 v/v, e a Fase B por acetonitrila e acidodiasd 0,5% na proporcdo de 90:10

viv. Apds preparadas, as fases méveis foram fasan membranas Millipofe(0,45

um de poro) e desgaseificadas.
2.3.2.1.3. Descricdo do método cromatografico

As condicbes cromatograficas empregadas foram delselas em coluna
Nova-pak® RP-18, adaptada a uma pré-coluna Bonddji2k em sistema de eluicdo
gradiente composto por duas Fases moéveis A e Be[@&). O volume de injecédo da
amostra foi de 2Qul sob um fluxo de eluicdo de 0,7 ml mincom deteccdo em

ultravioleta a 205 nm.

Tabela 2. Sistema de eluicdo gradiente da fase Ineinefuncdo do tempo para a

caracterizacao por CLAE das saponinafi@eparaguariensis.

Acetonitrila
Tempo 0
(minutos) (%)
(Fase A+B)
0,01 16,4
10 22,0
30 46,0
40 34,0
50 22,0
55 16,4
60 0
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2.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O sistema gradiente desenvolvido parte de umaoptap de 16% de
acetonitrila, chegando a um maximo de 46% em 3Q@toen Durante este tempo de
corrida cromatografica, pelo percentual de aceaitittmpregado, foi possivel

identificar algumas saponinas relatadas para tssfdel. paraguariensis

2.4.1 Perfil cromatogréafico por CLAE das saponinassoladas das folhas délex

paraguariensis

Os cromatogramas em sistema gradiente das matessapd, 3, 5 e J3/4
isoladas das folhas deparaguariensie empregadas como substancias de referéncia,

estdo apresentados nas Figuras 8 a 11.
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Figura 8. Cromatograma em sistema gradiente daseggienina-1 isolada das folhas

dellex paraguariensisTempo de retencéo de 32,5 minutos. Deteccdo é&mi20

A matessaponina-1 é uma saponina triterpénica mioksislica, relatada para as
folhas ddlex paraguariensipor GOSMANN (1989).
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Figura 9. Cromatograma em sistema gradiente dassagienina-3, isolada das folhas

del. paraguariensisTempo de retencéo de 28,4 minutos. Detec¢cdo émr20

A matessaponina-3 é uma saponina triterpénica mioksislica, relatada para as
folhas ddlex paraguariensigpor GOSMANN (1989).
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Figura 10. Cromatograma em sistema gradiente dassgionina-5, isolada das folhas

del. paraguariensisTempo de retencéo de 18,1 minutos. Deteccdo émr20
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A matessaponina-5 € uma saponina triterpénica tiolsislica, altamente polar,

relatada para folhas deparaguariensipor KRAEMER (1997).
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Figura 11. Cromatograma em sistema gradiente dans&pJd,,, isolada das folhas de

|. paraguariensisTempo de retencéo de 35,0 minutos. Detec¢ao emr05

A saponina 3 é triterpénica bidesmosidica, relatada para foldasl.
paraguariensispor MONTANHA (1990) na forma de mistura de dois glictens,
designadossd e %, A saponinajdetectada, também, em mistura cam J

2.4.2. Perfil cromatografico por CLAE do acido cloogénico e rutina

Os cromatogramas em sistema gradiente dos padriilescorogénco e rutina

estao apresentados nas Figuras 12 e 13.
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Figura 12. Cromatograma em sistema gradiente dio adbrogénico Deteccdo em

205 nm. Tempo de retengao de 6,0 minutos
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Figura 13. Cromatograma em sistema gradiente daaruDeteccdo em 205 nm.

Tempo de retencao de 12,0 minutos.
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2.4.3. Perfil cromatografico por CLAE do extrato bruto liofilizado dos frutos

imaturos dellex paraguariensis

O perfil cromatografico por CLAE em sistema gratikefitem 2.3.2.1.3) do

EXL dos frutos imaturos dédex paraguariensisesta apresentados na Figura 14.

50000 Extrato bruto
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G3ab
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1

0 10 20 30 40
Tempo (minutos)

Figura 14. Perfil cromatografico do EXL dos fruiogaturos dd. paraguariensisem

sistema gradiente. Deteccdo em 205 nm.

Pela analise do perfil cromatografico do EXL dostds imaturos ddlex
paraguariensidrente aos cromatogramas das saponinas e dos stragmlifendlicos
empregados como referéncia, pode-se constatar senge da matessaponina-1,

matessaponina-2 (G3a) e da matessaponina-3 (G3b).

A matessaponina-1 ocorre com um tempo de retene&2@®b minutos e sua
presenca € visivel, também, no cromatograma por @CBEXL (Capitulo 3), com um

Rf aproximado de 0,8 no sistema cloroformio:etagpla (50:40:5 v/v/vl).

O composto G3a/b, o qual se refere as matessagedi(@,) e 3 (Gy), pbde

ser visualizada no cromatograma do EXL pela presdegdois picos bem nitidos, nos
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tempos de 25,5 e 26,0 minutos. Segundo KRAEMER 719 saponina G3 é

majoritaria em ramos e folhas de erva-mate.

A matessaponina-5 esta presente em concentracdio Ibaixa nas folhas de
paraguariensissomo relatado por KRAEMER (1997). Pela analisenaimgrafica por

CLAE neste sistema gradiente, ndo foi possivebadsteccdo no perfil do EXL.

A matessaponina-4, confirmando o relatado por KRAREM (1997) e
ATHAYDE (2000) através da analise por CCD, tamb@&n@LAE, ndo foi detectada

no EXL dos frutos imaturos.

A ocorréncia da saponing, Jepresentada pela mistura dos isOmespe K,
pbde ser constatada pela andlise por CLAE do BE)SLfrdbos, confirmando o relatado
por ATHAYDE (2000) através da analise por CCD dagos imaturos de erva-mate.

As saponinas Je J, por serem monodesmosidicas, sdo mais apolares em
relacdo a maioria das saponinas presentet @araguariensise, por este fato, ndo

foram detectadas durante o tempo de corrida crgraftoa utilizado neste trabalho.

Quanto aos compostos polifenélicos, péde-se deteleiacamente a presenca do
acido clorogénico, que ocorre com um tempo de céerde 6,0 minutos. Pelo
contrario, a presenca do flavondide rutina, apdeaer sido relatado por ATHAYDE
(2000) nos extratos de folhas, ndo pode ser coafiamo extrato dos frutos pela

analise por CLAE.

Deste modo, a partir da analise dos cromatogranzss suibstancias de
referéncia, obteve-se um perfil das substanciaseptes no extrato bruto liofilizado
dos frutos imaturos déex paraguariensigFigura 14). Péde-se concluir, que o método
de analise proposto por CLAE permitiu, ndo sé edtaler um bom perfil de algumas
saponinas presentes no EXL, como também a presenéaido clorogénico. Dessa
forma, o método proposto abrangeu uma ampla faxgpalaridade, na qual se
encontram algumas das principais saponinas relRaatallex paraguariensiso que
o torna um instrumento de analise adequado paggigd&ncias tecnoldgicas implicitas

nos Capitulos subseqtientes deste trabalho.
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Capitulo 3

Processo de obtencdo e caracterizacao dos produtos
purificados dos frutos imaturos tlex paraguariensisA.
St. Hil.



3.1. INTRODUCAO

As saponinas usualmente ocorrem nas plantas comonuistura de formas
estruturalmente relacionadas com polaridades maitoilares as substancias
interferentes ou contaminantes, como flavondide&cares, corantes naturais, entre
outros. Isso obriga, consequentemente, em uma nelg@d seletiva através do
desenvolvimento de processos especificos de aomnthoas exigéncias aplicadas ao
produto a ser obtido. Assim, a producdo de umadrguurificada de saponinas, com
eliminacado de interferentes, sem formacédo de #&oefa com a garantia de um
rendimento apropriado, depende diretamente dahescdol método (TAKETA, 2001).
E, portanto, pratica usual no isolamento destespostns, o emprego de diferentes
técnicas de separacdo como CCD, coluna cromatogrdfash cromatografia,
cromatografia por exclusdo molecular e CLAE (SCHHE\kKet al, 2003; OLESZEK
e BIALY, 2006).

A escolha dos liquidos extratores esta condicianado somente as suas
propriedades extrativas, mas também a adequacdoldgica, inocuidade fisiol6gica
e impacto ambiental. Assim, para saponinas, sestds &ompostos glicosideos de
natureza polar, os solventes normalmente empregadoso etanol, metanol ou
misturas hidroalcodlicas (SCHENKEt al,, 2003).

Como técnicas de fracionamento utilizadas estdm@onamento liquido-
liquido, o emprego de membranas ultrafiltrantegtegipitacdo das saponinas a partir
do extrato soluvel pela formacdo de complexos colasterol, a cromatografia por
exclusdo molecular, bem como o uso de resinas @ma-tonica e adsorventes
(HOSTETTMAN e MARSTON, 1995; SCHENKEEt al, 2003)

3.2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Para a extracdo de saponinas, entre 0s processosnente empregados estao
a decoccao, maceracdo, percolacdo ou a extracaostiega sob refluxo. A
turboextracdo é uma técnica que se baseia na &xtiagm simultdnea reducdo do

tamanho de particula, favorecendo rapida dissolulg@o substancias extrativas e o
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guase esgotamente da droga. Além da eficiéncia dmegso, somam-se a
simplicidade, rapidez e versatilidade (SONAGLED al, 2003). PAVEI (2004)
empregou este processo na extracdo de saponinadrudos imaturos dellex
paraguariensis a partir de uma solugcdo hidroetanolica a 40%)(W¥ método se
mostrou adequado e eficiente, além de garantindte/teores de saponinas.

Entre os métodos de extracdo seletiva e de puwdacanais utilizados na
obtencado de extratos ricos em saponinas, estatrag&@x por particao liquido-liquido
através do emprego da agua e solventes organicpsldedade crescente, como o
cloroférmio, diclorometano en-butanol (SCHENKELet al, 2003). Contudo, a
desvantagem deste método, além do emprego de wEvammanicos, € a retencao de
saponinas altamente polares na fase aquosa rereateesassim como a presenca de
flavonéides nopool de saponinas do extrato butandlico. Neste casecH&w, 0s
métodos propostos para a eliminacdo dos flavondidediante a formacédo de
fenolatos em solucédo alcalina podem provocar hglOk promover a perda de
saponinas polares para a fase aquosa da extragdoor& as saponinas sejam
substancias relativamente estaveis, algumas détapassiveis de sofrer hidrélise
enzimatica dos acucares durante a extracdo com @speaificacdo dos grupos acidos
durante tratamento alcodlico, hidrélises dos grugster labeis e reacfes de
transacilagao (TAKETA, 2001).

Recentes trabalhos com saponinas incluem a extracqoente do material
vegetal com solu¢des hidroalcodlicas seguida dpaeagdo do alcool e extracdo das
saponinas em butanol (extracdo liquido-liquidolré&anto, a extracdo a quente pode
desintegrar algumas funcbes labeis (formas acilaglgwoduzir mais artefatos que
saponinas genuinas. Também, a extracdo com metanalguns casos, especialmente
para saponinas esteroidais pode resultar na foomagh metil derivados, nao
encontrados originalmente nas plantas. Para obtaraomposicao real de saponinas,
extracdes a frio com solucdes etanol — dgua sé@maasrecomendadas (OLESZEK e
BIALY, 2006).

Como alternativa para a extracdo liquido-liquidasromatografia por troca-
ibnica, tem sido empregada na purificacdo e frasiemto de saponinas, porém se

torna uma técnica mais complexa em se tratandoratiohamento de substéncias
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vegetais e nem sempre reprodutivel (WOLF e THOMEE,0; KATSUZAKI et al.,
2003; PAVEI, 2004).

O emprego de resinas adsorventes, por sua vezdeemonstrado ser uma
técnica de fracionamento e purificacdo altameritéeate, quando aplicada a extratos
vegetais contendo saponinas (LARINAal, 2000, SUNGet al, 2000).

No método de extracdo em fase sélida, a partval®s adsorventes (g
Cg), 0 extrato de saponinas pode ser carregado emsorvente pré-condicionado e
lavado com metanol-agua. A relacdo metanol-agua tme ser otimizada
individualmente em testes preliminares para asrahtes classes de saponinas. O
procedimento € muito conveniente para a preparafianisturas de saponinas
altamente purificadas (OLESZEK e BIALY, 2006).

PAVEI (2004) propds o desenvolvimento de um métiedoologico aplicado
a obtencdo de uma fracdo rica em saponinas a padirfrutos imaturos déex
paraguariensisatravés da extracdo em fase solida em colunaaaberido como
suporte sélido uma resina adsorvente e sistemhuigé@ com polaridade decrescente.
Este método se mostrou bastante eficiente e refivetiina separacdo da fracao

saponosidica da fracdo de polifendis, incluinddfgodis e flavondides.

Nesse mesmo contexto, resultados decorrentes telosstecnoldgicos,
relativos ao uso de matrizes poliméricas a basP\¢e na adsorcdo e remocao de
taninos, tém indicado que esse processo é capeentever polifendis e flavondides
de modo bastante especifico (VERZA, 2006). Um pessiesdobramento dessa
observacado sugere que esse mesmo tipo de matisa @esvir na purificacdo de
extratos ricos em saponinas, sendo os flavondéideatr®s polifendis retirados de

forma seletiva.

Devido a complexidade e diversidade de substapcesentes em um extrato
vegetal, procedimentos brandos e controle por CEDem ser efetuados nos
processos de transformacéo tecnoldgica para acdetetas substancias ativas ou de
interesse, bem como para o0s possiveis produtosgtadhcdo (PASCUAL, 2002). A
cromatografia em camada delgada torna-se mais éenécé de suporte na analise de
fracOes de saponinas obtidas de colunas cromatagabem como empregada para a
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confirmacdo da pureza e identidade dos compostoadss (TAKETA, 2001;
OLESZEK e BIALY, 2006).

O presente Capitulo apresenta as etapas tecreddgie obtencdo e
caracterizacdo dos produtos purificados dos frutaguros dellex paraguariensis

através do emprego de dois processos de purifichg@atrato bruto liofilizado.

3.3. MATERIAL E METODOS

3.3.1.Matéria-prima vegetal: Frutos imaturos (verdes) dlex paraguariensisA. St.
Hil. As coletas foram realizadas na primeira semana&wode janeiro nos ervais da
Ervateira Bardo Com. Ind. de Erva-Mate Ltda., lizeala no municipio de Barédo do

Cotegipe no Estado do Rio Grande do Sul.

A identificacdo botanica do material vegetal flizada pela Bidloga Profa. Dr.
Lilian Auler Mentz desta Universidade. Uma exsiedta depositada no Herbario do
Departamento de Botanica do Instituto de BiociédeidJFRGS sobriCN 125105.

3.3.1.1. Secagem e moagem da matéria-prima vegetal

Os frutos foram separados manualmente dos galhepds, submetidos ao
processo de secagem em estufa de ar circulantep@ratura de 40 £ ZC. O término
desta operacéo teve por parametro um teor de ueiaderior a 5%, determinado
através da andlise da perda por dessecacao. AgErsagem, os frutos foram moidos
em moinho de facas provido de malha deudyDde abertura nominal. O pé obtido, foi
acondicionado em recipientes hermeticamente fechaao abrigo da luz, calor e

umidade.
3.3.2. Reagentes e substancias de referéncia
Acetonitrila (Ominisol¥ Merck); acido orto-fosférico 85% (Merck), alcoolilien

(Quimex), alcool metilico (Quimex), cloroférmio, etato de etila, metanol, resina
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adsorvente, polimero polivinilico (BASF), acido rdgénico (MERCK®), rutina
(MERCK®). Os reagentes utilizados apresentaram grau dezguMerck ou

equivalente, ou HPLC quando requerido.

3.3.3. Aparelhos e equipamentos

Evaporador rotatério R-114 (Bicchi, Suica); estyfasa secagem com ar circulante
(Heradeus, Alemanha); liofilizador modular Moduli (Edwards, Inglaterra); Ultra-
Turrax T-25 basic (lka-Werke, Alemanha); Potencitme(Mettler, Alemanha);
Banho-de-agua termostatizado (Biomatic, Brasilenga hidraulica manual 5,0 L
(Hafico®, Alemanha); estufa de ar circulante TV-60 (Memé&dmmanha), Ultra-som
Transsonic T-460 (Elma, Suica); Cromatdgrafo Shimng@omba LC 10AD; detector
UV/VIS SPD10A; injetor automatico SIL-10A; alca d20 pL; médulo de
comunicacdo CBM — 10A; Software Class LC 10); calumomatogréafica de aco
inoxidavel com enchimento em fase reversa C-18 Nmka® 300 x 3,9 mm d.i,
didmetro de particula de 4 um (Waters); tamisadwatiorio Retac 3D com conjunto
de tamises; moinho de facas SKI (Retsch, Alemaaba)tura de malha de 1 mm;
potencidmetro 330i (WTW, Alemanha); pesa-filtrosjuna de vidro (600 x 10 mm
d.i); cromatoplacas de silica gel SAI - 20x20 cngnmbrana hidrofilica HVLP04700
(0,45 um de poro x 47 mm de diametro (Milliporeta@es Unidos); membrana
hidrofilica HVP01300 0,45 pm de poro x 13 mm dendié&ro, (Millipore, Estados
Unidos); resina adsorvente (Supelco, Estados Upigosimero polivinilico (Sigma),
Espectrofotometro (Hewlett Packard, HP 8452 A); €andigital MVC FD71 (Sony).

3.3.4. METODOS

3.3.4.1. Caracterizacdo da matéria-prima vegetal

3.3.4.1.1 Determinacao da perda por dessecacao Bfas. 1V, 1988)
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Uma amostra de 1 g de material vegetal seco e meiddamente pesada, foi
transferida para um pesa-filtro previamente tar@&damostra foi colocada em estufa
por um periodo de 2 horas a temperatura de°@0B apos resfriada em dessecador
durante 20 minutos e pesada. Este procedimentedtizado, até a obtencédo de peso
constante. Os resultados foram expressos como gerdassa percentual pela média

de trés determinacdes.

3.3.4.1.2. Determinacao do teor de extrativos

Cerca de 1,0 g de frutos secos e moidos, exatanpeiseedo, foi extraido por
decocc¢ao, durante 10 minutos com 100,0 ml de agstlatla. Apés, o extrato foi
resfriado até temperatura ambiente, o volume fobnstituido com agua e a solucéo
extrativa filtrada. Em pesa-filtro, previamente atéw, 20,0 g do filtrado foram
evaporados a secura sobre banho de &agua, comaagiteasional. O pesa-filtro,
contendo o residuo seco foi dessecado em estuf® & b °C, por duas horas. O
residuo foi colocado em dessecador durante 20 asnwsfriado e pesado. Este
procedimento foi repetido até obtencédo de pesaaotes

O teor de extrativo foi expresso pela média de ti€®rminacbes com quatro

repeticoes, a partir da seguinte equacao:

g.FD.100

Pd
m—(ml—OC )

TE=

(eq. 1)

onde, TE é o teor de extrativos (%, m/m)k massa (g) do residuo secd = fator de

diluicdo (5); m= massa da amostrg J; Pd = perda por dessecacao (%, mm).

3.3.4.1.3. Andlise granulométrica (F. Bras. IV, 198.

Cerca de 25 g de frutos secos e moidos exatamesael@s, foram submetidas a

passagem por tamises, previamente tarados, conu@rominal de malha de 0,800;
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0,630; 0,315; 0,200, 0,125 e 0,063 mm. A tamisaighaealizada em tamisador
automatico a 60 vibra¢des por minuto, em movimehtwiontais rotativos e verticais
durante 15 minutos. A seguir, as fracdes retidagammises e no coletor foram pesadas
e os dados analisados por método grafico, a firsedebter o diametro médio das
particulas pela analise das curvas de retencaossagem. Os resultados foram

expressos pela média de trés determinacdes.

3.3.4.1.4. Andlise cromatografica por CCD.

Para a avaliacdo do perfil cromatografico por Gf2Dmatéria-prima vegetal,
foi preparado uma amostra a partir da extracéo gléd fruto seco e moido em 10 ml
de solucédo etandlica 40%, sob maceracdo duranteal ® macerado foi filtrado e
apoOs concentrado a secura em evaporador rotatdemperatura maxima de 50 °C.
Do residuo seco, uma amostra de 2 mg foi pesadssehdda em 1 ml de metanol.
Desta solucao, volumes de 20 pL foram aplicadosesoiomatoplacas de gel de silica
GFss54 (20 x 20 cm) em bandas de 1cm de largura, mantsadona distancia de 1,5
cm das bordas laterais e inferior. Os cromatograimasn desenvolvidos de forma
ascendente em cuba pré-saturada com o sistema teeluemmposto por
cloroférmio:etanol:agua, na proporcdo de 40:40v8vw/ApOs secagem a temperatura
ambiente, a deteccdo foi realizada mediante agspees@ma solucdo de anisaldeido-
acido sulfurico, seguida de aquecimento a 105 °GQisMalizacdo das manchas foi

realizada sob luz visivel.

3.3.4.2. Obtencéo do extrato bruto

3.3.4.2.1 Selecéo do liquido extrator

Para a selecdo do liquido extrator, foram utilizagolumes de 300 ml de cada
liguido extrator, observando uma proporcdo drodzeste de 1:10 (10%). Os
sistemas-solvente utilizados foram misturas de oktan dgua, com composicdes

percentuais em etanol de 0, 20, 40, 60, 80 e 1@0%cnica de extracdo empregada
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foi a turbo-extracéo (Ultra-turrax), a 11.000 rpharante 15 minutos, com periodos de
repouso de dois minutos intercalados a cada 5 asn#ét solugdo extrativa, apdés um
repouso de 30 minutos, foi filtrada por prensa &itica manual. O filtrado assim
obtido, foi novamente filtrado a vacuo através dgpgb de filtro e o volume
completado para 300 ml com o respectivo liquidoagat.

As melhores condi¢gBes experimentais foram estaldalepelas analises do residuo

seco, perfil das saponinas por CCD e pelo volumesgema produzido pelos extratos.

3.3.4.2.1.1. Determinacg&o do volume de espuma

Para a determinacdo do volume de espuma dos extoditbdos com oS
diferentes solventes (item 3.4.2.1.1), um volume 2@e ml de cada extrato foi
concentrado a secura em evaporador rotatorio sedsd0o reduzida e a temperatura
maxima de 50°C. Apds, os residuos foram retomado2@ ml de agua. Para a
realizacdo da andlise, foram utilizados 10 ml d#acextrato e transferidos para uma
proveta de 100 ml. O volume de espuma de cadae@sftiadeterminado apds agitacdo
manual de 10 segundos, pela altura da coluna demasfiml) na proveta. O resultado

foi expresso pela média de trés determinacgdes.

3.3.4.2.2. Preparagao do extrato bruto (EXB)

Para a preparacdo do extrato bruto, 200,0 g desfrsecos e moidos foram
inicialmente macerados com 2000 ml de uma solutd@wkca a 40%, durante 40
minutos, ao abrigo da luz a temperatura ambierdsteHormente, o macerado foi
submetido ao processo por turbo-extracdo, em dywacs Ultra-Turrax, conforme
o procedimento descrito no item 3.3.4.2.1. A sauggtrativa obtida foi filtrada a
vacuo e o volume completado para 2000,0 ml conguidd extrator. Um volume
de 1000,0 ml foi concentrado em evaporador rot@ténb pressdo reduzida a
temperatura de 50C. O extrato aquoso obtido foi fracionado em frasco
apropriados, cobertos com papel filtro e congelatodreezer a temperatura de -10

°C para a realizacéo da etapa de liofilizacao.
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3.3.4.2.3 Caracterizacéo do extrato bruto

3.3.4.2.3.1 Determinacéo do residuo seco (F. Brés$,. 1977)

Uma amostra de 20,0 g de extrato bruto, exatanmeegada em pesa-filtro
previamente tarado, foi concentrada em banho de, &80 °C, até residuo. A seguir,
o pesa-filtro foi colocado em estufa a temperatlgd 05°C, durante 2 horas. Apos,
este periodo, foi resfriado em dessecador por 20tos e pesado. Este procedimento
foi repetido até peso constante. Os resultadosnfaapressos em porcentagem de

residuo seco (%, m/m), pela média de trés detegdasa

3.3.4.2.3.2 Determinacao do pH (F. Bras. 1V, 1988)

O pH do extrato bruto foi determinado em potengfima 25°C, calibrado
com solucao tampéo de fosfato e acetato em pH 4(,.erespectivamente. O

resultado foi expresso pela média de trés detegbasa

3.3.4.2.3.3 Determinacao da densidade (F. Bras. 1¥988)

A densidade relativa da solucdo extrativa foi deteada em picnémetro de
vidro de 25,0 ml previamente calibrado através t&igio do mesmo vazio e
contendo agua destilada a 20 °C. Apés, foi detexrdina massa do picndémetro
contendo a solucdo extrativa. A densidade foi egaepela média de trés

determinacdes segundo a equacao:

25 _ Msg
doc =

Magua (eq. 2)

onde: dsé a densidade relativasmé a massa da solucédo extrativasg,ga massa

da agua.
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3.3.4.2.3.4. Andlise cromatograficas das saponinas

3.3.4.2.3.4.1. Perfil cromatografico das saponinger CCD

A metodologia utilizada para a obtencéo do perbimatografico por CCD, das

saponinas presentes no extrato bruto, esta desoritam 3.3.4.1.4.

3.3.4.2.3.4.2. Perfil cromatografico das saponinger CLAE.

A metodologia por CLAE empregada para a obtengipedfil cromatogréfico
das saponinas presentes no extrato bruto estitdesritem 2.3.2.1.3. do Capitulo
2.

3.3.4.3. Obtencéo do extrato bruto liofilizado (EXI)

Para a obtencdo do extrato bruto liofilizado, 600dm extrato bruto (item
3.3.4.2.2) foram concentrados em evaporador ratat@ob pressdo reduzida a
temperatura inferior a 50 °C, até obtencdo de ugptelo seu volume inicial. O
concentrado foi fracionado em frascos apropriadmsgelados e submetidos ao
processo de liofilizag&o. Este processo foi corstueim liofilizador a temperatura de -
40 °C. Os produtos liofilizados foram pesados e acdmézios em recipientes de

vidro ambar, hermeticamente fechados e armazemsdaessecador.

3.3.4.3.1. Caracterizagao do extrato bruto liofiliado (EXL)

3.3.4.3.1.1. Determinacgéo da perda por dessecac&oBras. Ill, 1977).

Foram pesadas exatamente amostras de 300 mg de @&Xltocedimento

empregado esta descrito no item 3.3.4.1.1.

3.3.4.3.1.2. Determinacéo do pH
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Para determinacao do pH, foram dissolvidos 0,1&Xb em 10 ml de 4gua

destilada e medido o pH de acordo com a metodotiggarita no item 3.3.4.2.3.2.

3.3.4.3.1.3. Perfil cromatogréfico do extrato brutdiofilizado

O perfil cromatografico do extrato bruto liofilizadoor CCD e CLAE foi

realizado de acordo com as metodologias descrm#aens 3.3.4.2.4.1 e 3.3.4.2.4.2.

3.3.4.3.2. Processos de purificagao do extrato bautiofilizado

3.3.4.3.2.1. Método |

Para a purificacdo do EXL foram empregados doi®dust distintos. O método
I, desenvolvido por PAVEI (2004) consiste na puaatido do EXL em coluna aberta,
contendo como fase estacionaria solida, resinanesise e sistema linear de eluicédo
composto por sistemas metanol/agua. A partir desieesso, foram obtidas cinco
fracGes, denominadas Fracdo agua, Fracdo 30 (HF2@Fo 50 (Fr 50), Fracéo 70 (Fr
70) e Fracdo 90 (Fr 90). Cada fracdo, imediatameqés sua obtencdo, foi
concentrada em evaporador rotatorio, a temperahfesior a 50°C para a total
eliminacdo do metanol. As fracbes aquosas forammdacionadas em recipientes

apropriados e congeladas para posterior liofilinaca

3.3.4.3.2.1.1. Preparacao da amostra

As amostras foram preparadas pela dissolucédo @emtpde extrato bruto

liofilizado em 30 ml de 4gua Milli-@

3.3.4.3.2.1.2. Preparacao dos eluentes

50



As fases eluentes consistiram de agua e solugé&mdlicas a 30, 50, 70 e
90% (v/v). Um volume de 200,0 ml de cada eluent@ifeparado utilizando agua tipo
Milli-Q, acondicionados em frasco de vidro ambadegaseificados em ultra-som

durante 20 minutos.

3.3.4.3.2.1.3. Obtencéao das fragdes purificadas

Cerca de 30 g de resina foram pesadas e trarefgrata um copo de béquer
de 500 ml. Um volume suficiente de metanol foi emhado, de modo a cobrir a
resina. A mistura foi agitada suavemente durantairiuto e deixada em repouso
durante 15 minutos. Apés, substituir o metanoldmra Milli-Q, a mistura foi agitada
e mantida em repouso por mais 10 minutos. A relideatada foi transferida para
uma coluna de vidro em borosilicato (600 mm deraltu10 mm d.i.), contendo em
torno de 2,5 cm de agua na base da coluna. Ap6keacao da resina no interior da
coluna, o excesso de agua foi lentamente drenadunodi® a ficar uma camada de
aproximadamente 2,5 cm acima do leito de resinsequir, foi realizada uma injecao
lenta em contra-corrente de agua, com a finalidedeetirar as bolhas de ar contidas
no interior do leito da coluna. Ap6s essa etapgpaetoria, o leito de resina foi
mantido em repouso, deixando-o sedimentar livreee excesso de agua foi
novamente drenado, mantendo-se um nivel de agumaado leito de resina de
aproximadamente 2,5 cm. O volume do leito foi daldo de acordo com a seguinte

equacao:

Volume do leito da coluna= 7r(1/2d )2.h (eq. 3)

onde:d é o diametro interno da colundn @ a altura do leito de resina.

A amostra foi aplicada cuidadosamente sobre arficipedo leito de resina,
mantendo-se inicialmente um fluxo de eluicdo delBmes-leito/hora. A eluicdo com
os eluentes foi realizada seguindo um gradient@alaridade decrescente, em um

fluxo constante de 5 volumes-leito/hora.
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As fracBes apOs obtidas foram imediatamente coramas em evaporador
rotatério a temperatura inferior a 8Q, até a total eliminacdo do solvente organico
(indicado pelo volume de metanol coletado e pelmm&gdo de espuma). As fracdes
concentradas foram acondicionadas em frascos de &iwbar, cobertos com papel

filtro e congeladas para posterior liofilizacao.

A fase de regeneracéao e equilibrio da coluna sleadoi realizada através de
eluicdo sequencial com metanol; acetato de etiégamol; solucdo metandlica a 50% e
agua Milli-Q. A seguir, esta sequéncia foi inveatidniciando com agua até eluicdo
com acetato de etila, mantendo um fluxo de 5 vosiileso/hora. Como controle deste
processo foi medido o pH dos eluentes antes daedelle a retomada destes valores
nos solventes aquosos empregados durante a regfmeta resina. A eficiéncia do
processo de fracionamento foi acompanhada por CCRAE, segundo os métodos

descritos nos itens 3.3.4.2.4.5 e 3.3.4.2.4.6em@s@amente.

3.3.4.3.2.2. Método Il

Este método de purificagdo foi desenvolvido dwaedte trabalho e consiste
na purificacdo do extrato bruto liofilizado atravds emprego de um derivado da

polivinilpirrolidona (PVP).

3.3.4.3.2.2.1. Preparagcao da amostra

Foram pesados exatamente 0,4g de EXL e dissolddp200,0 ml de agua
Milli-Q.

3.3.4.3.2.2.2. Obtengéao do extrato purificado

A solucado de extrato bruto obtida conforme o itamterior, foi colocada sob

agitacdo em um agitador magnético e tratada conaterral polimeérico, de modo a
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obter um extrato incolor, rico em sapona@osteriormente, o extrato foi liofilizado,
segundo o procedimento convencional. O produtdlifafio foi codificado como
extrato P6. Para a caracterizacdo do extrato Péedbizada a determinacdo do pH e
analise dos perfis cromatograficos por CCD e CLABnforme as metodologias
descritas nos itens 3.3.1.2.4.5. e 3.3.1.2.4 $pectivamente.

3.3.4.3.3. Avaliacéo do rendimento dos produtos pificados pelos Métodos | e Il.

O rendimento das fracOes e do extrato P6, foiesgar pela diferenca do peso
em liofilizado purificado, em relacdo ao peso @licde EXL, considerando-se a

umidade residual.

3.3.4.3.4. Avaliacéo por CLAE da presenca de polifi@is nas fracGes purificadas e
no extrato P&

Para a avaliacdo da presenca de polifendis neSefsgourificadas e no extrato
purificado P6, foram realizadas analises por CLAElizando um sistema
cromatogréafico desenvolvido por SILVA (2085D método emprega colunagCem
sistema de eluicdo gradiente, composto por metaqa, com deteccdo em 340 nm.

Para a andlise cromatogréfica, foram preparadasteamsoem concentracdo de
0,5 mg/ml, utilizando como solvente uma misturaadetonitrila: 4gua na proporcao
de 25:75 viv.

3.3.4.3.5. Avaliacao por espectrofotometria no UV da presenca de polifendis

nos produtos purificados.

Para a avaliacdo da presenca de flavondides atdes golifendis nos produtos
purificados, foram obtidos inicialmente, espectiesabsorcédo por varredura para uma

solugao de extrato bruto liofilizado, na faixa denprimento de onda de 200 e 500

2 Detalhes sobre a técnica s&o omitidos, de modsguardar pedido de patente encaminhado ao EITTGSER
® Comunicagao pessoal a partir de trabalho de tasandamento junto ao PPGCF.
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nm. A regido de 325 nm foi selecionada como a dem@absor¢cdo. Como critério
de exclusdo dos compostos polifendlicos, as absoiag& das amostras dos produtos
purificados, representadas pelas fracOes purificadapelo extrato P6, foram
comparadas a absorvancia do EXL. O desaparecintagdandas de absor¢cdo em
comprimentos de onda superiores a 300 nm, foi dermilo como indicativo de
exclusdo da presenca de compostos polifendlicos.

As amostras submetidas a analise espectrofotmméforam preparadas de
modo a obter uma concentracgao final de 0,1 mgknkls os resultados expressos pela

média de trés determinacdes.

3.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.4.1.Caracterizacdo da matéria-prima vegetal

Os resultados dos ensaios de caracterizacdo @aiaratima vegetal, composta
por frutos imaturos, secos e moidod.dearaguariensisestdo apresentados na Tabela
3.

Tabela 3. Resultados dos ensaios de caracteridagdatéria-prima vegetal.

Ensaio Resultado ¢ = 9)
Teor de umidade (m/m) (n = 3) 4,99+ 0,05
Teor de extrativos (g%, m/m) (n = 4) 30,74+ 0,37

O teor de extrativos em agua, representa um d@sics de caracterizacdo que
permite avaliar, comparativamente, matérias-prinegetais de varias procedéncias,
bem como de diferentes 6rgdos de uma mesma pl@@UTO, 2005). PAVEI
(2004), determinou o teor de extrativos em aguames@lucao hidroetandlica a 40%
para os frutos imaturos dkex paraguariensisobtendo um percentual de 43,03% e
49,73% para a agua e etanol a 40%, respectivanfeotanto, um valor superior ao

obtido neste trabalho, em relacdo ao emprego da égmo liquido extrator. Esta
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diferenca entre os valores pode estar relacionag#éa de colheita dos frutos, bem
como a granulometria do p6 ou ainda ao teor de aseiddos mesmos. Em
comparacdo as folhas deex paraguariensis CAMPOS (1996), encontrou teores

extrativos entre 31,78% e 42,65%, dependendo dmepso de secagem empregado.

As curvas cumulativas de retencdo e passagemstiibdicdo granulométrica
da matéria-prima vegetal, constituida pelos frutoaturos secos e moidos estéo
apresentadas na Figura 15.

—m— passagem
—®— retida
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Fracdo acumulada (%)

Figura 15. Curvas cumulativas de retencdo e deagassda matéria-prima vegetal,

constituida por frutos imaturos secos e moidds paraguariensis.

Pelo resultado da andlise granulomeétrica, obseseogue a fracdo majoritaria
de particulas foi retida nos tamises com aberterandlha entre 0,315 e 0,635 mm.
Extrapolando-se para 50% da frequéncia percentuaue equivale ao ponto de
intersecdo das curvas das fracbes de passagenda fet estimado um tamanho
médio de particula de 0,62 mm.

Estes resultados estdo de acordo com os obtido#AGEI (2004) o qual
obteve um valor médio em torno de 0,58 mm, pararo®s imaturos delex

paraguariensiscom idéntico processo de moagem.
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De acordo com a classificacdo dos pos preconigaldaFarmacopéia Brasileira

IV edicdo quanto ao tamanho de particula, estaugaretria obtida esta classificado

como p6é moderadamente grosso.

3.4.2. Preparacéo do extrato bruto

As caracteristicas fisico-quimicas e tecnologa@s extratos brutos dos frutos

imaturos obtidos com diferentes solventes, est&saptadas na Tabela 4.

Tabela 4. Analises fisico-quimicas dos extratostosruobtidos com diferentes

solventes pelo processo de turbolise, na propatgiga-solvente 1:10 (m/v).

Residuo

Sistema-solvente PH Densidade seco Volume de
(OX £5) relativa (%, m/m) espuma (ml)
Agua 5,26+ 0,01 1,00t 0,00 | 1,56t 0,08 3,0t 0,8

Etanol-agua 571+0,01 | 0,982£0,0 | 1,42£0,01| 14,0:t1,2
(20:80 v/v)

Etanol-agua 5,81+ 0,01 0,96G: 0,0 | 1,98t0,01 23,0t 1,5
(40:60 v/v)

Etanol-agua 5,94+ 0,02 0,928 0,0 | 2,05t 0,01 25,0+ 2,1
(60:40 v/v)

Etanol-agua 6,03+ 0,00 | 0,88% 0,02 1,94+ 0,01 22,0t1,5
(80:20 v/v)

Etanol - 0,816+ 0,01 | 1,18t0,01 18,0t 2,1

Pelos resultados das analises fisico-quimicassohg;0es etandlicas 40% e

60%, apresentaram o maior percentual em residuo seedo a presenca de saponinas

comprovada pela maior capacidade de formacédo demesem relacdo aos demais

extratos.

O perfil

cromatogréfico por CCD em sistema eluememposto por

cloroférmio:etanol:dgua (40:40:5 v/vlv), dos extgtbrutos dos frutos imaturos

obtidos com misturas hidroetandlicas em diferepteporcdes, esta apresentado na

Figura 16.
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Agua 20% 40% 60% 80% etanol

Figura 16. Perfil cromatografico por CCD dos extsabrutos ddlex paraguariensis

obtidos em diferentes sistemas solventes.

Uma coloracédo purpura se desenvolve apds a relgigaponinas com uma
solucéo de anisaldeido - &cido sulfurico e aquadion@ AKETA, 2001). Deste modo,
pelos perfis cromatograficos, observou-se diferemganto ao niumero, intensidade e
posicdo das manchas relacionadas as saponinasopagatratos obtidos com as
solucBes contendo agua e etanol 20 %, em relagipeafis dos demais extratos. Este
fato, pode ter sido ocasionado pelo menor teorag®renas nestes extratos como
observado pelos baixos volumes de espuma geradmp dambém, por um
deslocamento nos valores de rf. Embora os pedimaiograficos dos extratos de 40%
a 100% de etanol sejam semelhantes, a andlise l[dmevale espuma indicou uma
maior presenca de saponinas nos extratos contehd® 0% de etanol, os quais
apresentaram, também, um maior percentual em pesgdco. Neste sentido,
considerando-se a maior relevancia atribuida astegele residuo seco e de formacao

de espuma, aliado a necessidade de menor volusE\dmte organico, optou-se pela
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mistura etandlica a 40% como a melhor alternateadldgica. Essa escolha coincide
com o relatado por ATHAYDE (2000), a qual precomizona mistura hidroetandlica
a 40%, como sendo o melhor liquido extrator pag@omiaas das folhas diex

paraguariensis.

3.4.2.1. Caracterizacao do extrato bruto (EXB)

O resultado das analises fisico-quimicas do exbatto, estdo apresentados na
Tabela 5.

Tabela 5. Resultado dos ensaios de caracterizacéxtichto bruto.

Ensaio Resultaddx + s)
Densidade relativa (n = 3) 0,96+ 0,0
pH (n =3) (22,8C) 6,06+ 0,02
Residuo seco (g%, m/m) (n = 3) 2,33+ 0,005

Tendo em vista que, para a preparacao do extrato boi empregada uma
mistura hidroetandlica a 40%, os valores da dedsidalativa e pH estdo de acordo
com os obtidos para o extrato a 40% de acordo cbabala 4. No entanto, o valor do
residuo seco, neste caso, foi superior. Este fade per atribuido a diferencas entre os

lotes da matéria-prima empregados nas analises.

3.4.3. Caracterizagéo do extrato bruto liofilizaddEXL)

Os resultados das analises fisico-quimicas do &tdo apresentados na Tabela
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Tabela 6. Resultados dos ensaios de caracteridagaxirato bruto liofilizado.

Ensaio Resultado (X% s)
Teor de umidade (m/m) (n = 3) 6,40+ 0,07
pH (n = 3, 25,0C) 5,85+ 0,01

O elevado teor de umidade do extrato liofilizadweta o carater altamente
higroscépico do mesmo, sendo possivel alteracéesmldo durante o manuseio das

amostras.

O pH do EXL de 5,85 esta préximo ao pH obtido pataXB de 6,06. Estas
variacbes podem estar associadas ao pH da aguzadailna dissolucdo do extrato,

bem como a temperatura de andlise.

3.4.4. Perfil cromatografico por CCD da matéria-prina vegetal, EXB e EXL

Os cromatogramas por CCD da matéria-prima vegesdtato bruto, extrato
bruto liofilizado e a substancia de referéncia Gltidos com os trés sistemas de
eluicdo constituidos por misturas de cloroférmitanel e agua, nas proporcdes de
70:40:5 v/vlv, 50:40:5 v/viv e 40:40:5 vivlv, estapresentados, na sequéncia, nas
Figuras 17, 18 e 19, respectivamente.

Pela separacdo cromatografica das amostras alzajsabservou-se uma
semelhanca entre os perfis cromatograficos pasulastancias presentes na matéria-
prima vegetal, extrato bruto e EXL, sugerindo gseetapas do processamento da
matéria-prima vegetal, como a extracdo e a lief@@ ndo produziram modificacbes
evidentes na sua constituicdo quimica.

Pela analise dos cromatogramas, a melhor sepai@igdiatida com o sistema
eluente composto por cloroférmio, etanol e agupropor¢céao 40:40:5 (v/v/v), tanto na
matéria-prima, como nos extratos bruto e liofilzadsso confirma os resultados
relatados por ATHAYDE (2002) e PAVEI (2004), os uabtiveram para folhas e
frutos dellex paraguariensiso melhor perfil de separacdo cromatografica ceta e

sistema eluente.
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Figura 17. Cromatograma por CCD da matéria-primgeta (MP), extrato bruto
(EXB) e extrato bruto liofilizado (EXL), em sisten@HCl;: EtOH: H,O (70:40:5:

v/vlv). Revelacéo: anisaldeido-sulfirico, aquecitnem 100°C e visualizacédo sob

luz visivel.
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Figura 18. Cromatograma por CCD em sistema GHEOH: H,O (50:40:5 v/v/v)
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Figura 19. Cromatograma por CCD em sistema GHEEOH: HO (40:40:5 v/iv/v).

Pela intensidade, resolucdo e numero de manclsas, sistema eluente
demonstrou ser bastante apropriado no monitorameotterior as etapas de
transformacao tecnoldgica, principalmente, nasastale fracionamento e purificacao.

3.4.5. Perfil cromatografico por CCD das fracBes pificadas e do extrato P6

Os perfis cromatograficos por CCD obtidos pelosod®s | e 1l em sistema
CHCls: EtOH: H,O 40:40:5 (v/viv/) estéo apresentados nas Figuiase220 B.
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(B)

TR

EXL Fr. 50 Fr. 70 Fr.90 P6

Figura 20. Cromatogramas por CCD das fracGes padéis pelo método | (A) e I
(B), em sistema eluente cloroférmio:etanol:agua:4@® v/v/v), especificando as

bandas de baixo (a) e alto (b) valor de rf .

Pela analise cromatografica das fracdes purificaglagsesenca de saponinas é
predominante nas fracbes 70 e 90, as quais apaesamn perfil cromatografico
gualitativamente semelhante ao observado para o ELentanto, pela intensidade
da manchas, pode-se observar uma maior presenigs @esnpostos nestas fragoes,

principalmente as saponinas de menor polaridade.

A fracdo 50, por sua vez, apresenta um perfil éifelado das duas fracoes e,
consequentemente do EXL, a julgar pela posicao romatograma das manchas
predominantes na fracdo 50, as quais compreendenasas saponinas mais polares

dos frutos ddlex paraguariensis
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Pelos mesmos critérios de comparacdo adotadosagafiaacdes purificadas,
pode-se afirmar que o extrato P6 apresenta uml gerfsaponinas qualitativamente
semelhante ao observado para o EXL. Este prodaténp difere do perfil observado
nas fracdes 70 e 90, no sentido de conter na supasicao, tanto as saponinas mais
polares quanto as menos polares, como observado ipeinsidade das manchas

correspondentes aos valores de alto [a] e baixd.[b]

A andlise por CCD indica que as fracbes purifisad@ e 90 e o extrato P6
seriam qualitativamente similares, porém, sugeredgerencas em termos de

composicao quantitativa entre esses produtos.
3.4.6. Rendimento das fracOes purificadas e do eato P6

O rendimento das fragdes purificadas e do extPgiptendo como valor de
referéncia a quantidade inicial de EXL purificadelgs Métodos | e Il, estédo

apresentados na Tabela 7.

Tabela 7. Resultado do rendimento ponderal da$drsapurificadas (Método |) e do

extrato P6 (Método Il) em relacdo ao EXL.

Produto purificado Rendimento (%)
Fracdo agua 6,64
Fracao 30 12,5
Fracao 50 20,0
Fracao 70 30,22
Fracao 90 26,06
Extrato P6 54,8

Pela comparacdo dos rendimentos, fica evidenteogidetodo | permite a
obtencdo de uma maior massa total de produto, jau ¥&4 % da massa de extrato
bruto liofilizado utilizado como matéria-prima, ermnto que a massa de extrato P6
corresponde a 54,8 % da mesma. Ainda que apemasasasis referentes as fracdes 50,
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70 e 90 mais ricas em saponinas fossem consideradaassa de fracao purificada
corresponderia a aproximadamente 76 % da massatrd¢oebruto liofilizado. Deste
modo, pode-se afirmar que o Método | foi o maigiefite, além de permitir a
separacdo concomitante de polifendis e, provavdbnaie outras substancias de
elevada polaridade, as quais se encontram em teaionas fracdes contendo agua e
metanol 30%.

Do ponto de vista tecnoldgico, se destaca alémimlisidade e rapidez
implicitas no Método Il, o fato deste dispensarmpego de solvente organico.
Embora, esse método apresente um rendimento intemoparado ao método | e ndo
leve a separacao de uma fracdo liquida contendi@mpab, o perfil mais abrangente
em termos de polaridade das saponinas, a sua uipibdade e o tempo de processo

o0 tornam um método muito mais viavel.

3.4.7. Analise comparativa por CLAE do extrato brub liofilizado, das fracdes

purificadas e do extrato P6

Os cromatogramas por CLAE em sistema gradienferertes ao EXL, fracOes
purificadas (Método ) e do extrato P6 (Métodoed}do apresentados nas Figuras 21 a
27.
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Figura 21. Cromatograma por CLAE em sistema graelida EXL. Detecgcao em 205

nm
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Pelo perfil cromatografico por CLAE do EXL, obsarse uma separacao
satisfatoria dos picos mais proeminentes do crognatoa. Pela avaliacdo dos tempos
de retencdo, observa-se também, que existem doigogrde compostos com
polaridades distintas, representados pelos conmpgxsibfendlicos (com tempos de
retencdo de 6,5 min para o acido clorogénico e2jé tnin para a rutina) e pelas
matessaponinas-2/3 e matessaponina-1 com tempostel®acdo em torno de 26
minutos e 34 minutos, respectivamente. Deste nyoalte-se considerar que o sistema
garantiu uma boa separacdo dos dois grupos deéamulzst responsaveis pelas

principais propriedades bioldgicas e farmacologatabuidas a erva-mate.

A comparacdo dos cromatogramas das fracdes pdaficabtidas pelo Método
I, reafirma o relatado por PAVEI (2004), ao mesnempo em que valida a
reprodutibilidade de purificagédo e fracionamentawitodo. A principal caracteristica
desse processo € a separacao da fracao saponasidieaggdo que contém a maioria

dos polifendis relatados para os frutos e folhals pdaraguariensis
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Figura 22. Cromatograma por CLAE emesigt gradiente da fragdo agua.
Deteccédo em 205 nm
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Neste cromatograma destaca-se apenas a presesgasi@gncias com tempos

de retencdo maxima de 7 minutos, ou seja, queeayiss uma elevada polaridade.
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Figura 23. Cromatograma por CLAE em sistema graeliela Fracao 30.

Deteccdo em 205 nm
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Figura 24. Cromatograma por CLAE em sistema graeliela Fracdo 50.

Deteccédo em 205 nm.
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Figura 25. Cromatograma por CLAE em sistema graeietfa Fracao 70.
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Figura 26. Cromatograma por CLAE em sistgradiente da Fracao 90.

Deteccédo em 205 nm.
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Pela andlise destes cromatogramas, podde-se @nstat gradual
desaparecimento da quase totalidade dos picos eopos de retencao inferior a 10
minutos das fracdes com a diminui¢cao da polaridideeluentes, os quais incluem os
acidos organicos e outros compostos nao-saponosidie elevada polaridade
(PAVEI, 2004).

O pico com tempo de retencdo de 8,2 min, presesdgecromatogramas das
fracbes 50 e 70, como sendo o ilexosideo Il, arsapomais polar detectada por
TAKETA (2001) nos frutos de paraguariensisainda encontra-se em fase de estudo.

A comparacdo do cromatograma obtido para a fraQacoh aqueles obtidos
para as fragcbes 70 e 90 reafirma o observado nseamdr CCD, demonstrando o
predominio de compostos triperpénicos mais polaassacao 50, juntamente com 0s
compostos polifendlicos.

O perfil cromatogréafico por CLAE do extrato P6diiia 27) mostra aspectos
diferenciados em relacdo ao EXL e as fracbes M @bfidas pelo Método | (Figuras
25 e 26).
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Figura 27. Cromatograma por CLAE em sistema gradielo extrato P6.

Deteccdo em 205 nm.
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Pela andlise do perfil cromatografico do extrafp ébserva-se claramente os
picos referidos como saponinas. Também, fica ctaddaa auséncia dos compostos
intermediarios, 0s quais estdo associados as sglaapolifendlicas. Da mesma
forma, a comparacdo dos cromatogramas por CLAExttate P6 e das fracbes 70 e
90, vem ao encontro do observado pela analise @@ fara esses produtos. Deste
modo, pode-se concluir que o Método Il leva a offierde um produto purificado, no
gual contém predominantemente saponinas de disrgmblaridades, porém, num

Unico produto e em uma Unica etapa.

3.4.8. Caracterizagdo por espectrofotometria no uthvioleta do EXL e dos

produtos purificados

Este estudo foi realizado com o objetivo de est@be uma forma alternativa
de caracterizar os produtos purificados obtidosgp®létodos | e Il, tendo em vista
gue os principais compostos polifendlicos presentss frutos dd. paraguariensis

apresentam uma absorcdo maxima em torno de 325 nm.

Os resultados das absorvancias das solucdes deHEXRO, Fr. 70, Fr. 90 e P6,

estao apresentados na Tabela 8.

Tabela 8. Absorvancia em 325 nm para o EXL, Fi780g 90 e extrato P6.

Produto (x £ 5)

Absorvancia EXL Fr 50 Fr70 Fr 90 P6
0,232 0,505 0,043 0,048 0,046
+ 0,003 + 0,004 + 0,20 +0,14 + 0,07

Os respectivos espectros UV-VIS, obtidos por vama na faixa de
comprimento de onda de 200 a 500 nm, para o EXcp#s purificadas e extrato P6,

estao apresentados na Figura 28.
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Figura 28. Espectro de absorcdo no UV-VIS do EXLSB, Fr. 70, Fr. 90 e P6.

Pela andlise dos espectros pbde-se avaliar a refigiéna eliminacdo dos
compostos polifendlicos e de outras substanciasamsorcao significativa acima de
220 nm. Como esperado, os maximos de absorcaovalser para o extrato bruto
liofilizado podem ser facilmente detectados na By porém, nesta, em maior
concentracdo, 0 que coincide com as analises adabz por CCD e CLAE. Os
espectros relativos ao extrato P6 e a Fr 70 segdeém, demonstrando uma eficiéncia
semelhante em termos de remocéo dos polifendisieongo ocorre completamente
com a Fr 90. No espectro dessa fracdo, observasaenitida absorcdo em torno de
240 nm. Neste caso, no entanto, um estudo maisuapiado seria necessario para

uma conclusao mais fundamentada.

3.4.9. Andlise por CLAE da presenca de compostos lgendlicos nas fracGes

purificadas e no extrato P6

Os cromatogramas por CLAE do EXL, das fracOesfipadas e do extrato P6,

estao apresentados nas Figuras 29 a 35.
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Figura 31. Cromatograma por CLAE da Fr3éteccdo em 340 nm
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Figura 34. Cromatograma por CLAE da Fr 90. Detecga 340 nm.
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Figura 35. Cromatograma por CLAE dtraw P6. Deteccao em 340 nm.

De acordo com o sistema gradiente proposto poNAll(2005) para a
identificagcdo por CLAE dos compostos polifendlicuss extratos de folhas diex
paraguariensis,os acidos clorogénico Bso-clorogénico ocorrem com tempos de

retencdo em torno de 10 minutos, enquanto querarein 35 minutos.

Pela analise cromatografica das fracdes purifsadarificou-se na fracdo
obtida com agua, apenas a presenca do primeirc gtapcompostos, 0S quais se
referem aos acidos organicos. Na Fr. 30, contual®ej observa a presenca de um
segundo grupo de picos caracterizados por um teimpetencao similar ao da rutina e
em maior intensidade comparado aos picos referaotedcidos organicos. Na Fr. 50,
no entanto, prevalecem apenas 0s picos relacioradosna, com uma intensidade
ainda maior que na Fr. 30. Nas fracdes 70 e 90, gmitrario, observa-se a auséncia
dos picos referentes aos acidos organicos comodassflavondides, ou seja, a
auséncia total de picos indica que nestas frac@eshd a presenca de nenhuma
substancia com absorgdo em 340 nm.

Esta constatacdo permite considerar o Método Fraldohamento como uma
alternativa tecnoldgica para a separacdo de fragbas em acidos organicos (Fr.

agua) e em flavonoides (Fr. 50) contidos nos frdmerva-mate.

O cromatograma por CLAE do extrato P6 (Figura 3bpstra claramente a
efichcia do Método Il de purificagcdo na remocdo dobfendis presentes no EXL,

tendo em vista a auséncia de picos. Este resuliagtamente com o observado pela
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analise espectrofotométrica desse mesmo produtinases que o Método Il de
purificacdo, constitui uma alternativa tecnolégefeciente, viavel e simples para a
remocdo dos &cidos organicos e dos flavonoide®mies no extrato bruto dos frutos
imaturos da erva-mate.

Uma visualizacdo direta dos produtos obtidos pelétodos de purificagéo | e

Il, esta apresentado na Figura 36.

Fr.Agua Fr.30% Fr.50% Fr.70% Fr.90% P6

=

Figura 36. Comparacéao visual dos produtos puriisambtidos pelos Métodos | e .

Através da coloracdo das respectivas fracoes podmiservar que na etapa
inicial do fracionamneto, ou seja, a eluicdo cotwestes de maior polaridade, houve
a retirada de quase a totalidade dos compostosiaonaresentes no EXL, como
constatado pela coloracdo da Fr 4gua e da Fr. 3€gir, com a diminuicdo da
polaridade dos eluentes, nota-se uma significalivanuicdo da coloracao das fragoes
a auséncia total de cor como demonstrado pela@eses0, 70 e 90.

Pela auséncia de cor do extrato P6, pdde-se tanstanbem, uma eliminacao
praticamente total dos compostos corados, o quirmana eficacia deste método de

purificagcdo do EXL dos frutos imaturos dex paraguariensis

Os métodos | e Il, portanto, se mostraram eficapeanto a remocdo dos
compostos polifendlicos, produzindo tanto fracées\@ um produto purificado rico
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em saponinas. A eficiéncia destes métodos na gagdo do EXL foi comprovada
pelos perfis cromatograficos por CCD e CLAE, amalespectrofotométrica, bem

como pela coloragao dos produtos purificados.

O desenvolvimento destes dois processos de pgaficpara o extrato bruto
liofilizado dos frutos imaturos d#ex paraguariensis oferece uma alternativa aos

processos de separacéo liquido-liquido, ainda angpite empregado.
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Capitulo 4

Caracterizacdo das propriedades fisico-quimicas e
avaliacao da atividade espumdgena das saponinas de

llex paraguariensig\. St. Hil.



4.1. INTRODUCAO

O interesse na busca de alternativas para a sut&titde tensoativos derivados
do petréleo tem aumentado a cada ano, tendo eaovigevitdvel aumento nos custos
e a previsdo de escassez para 0s produtos de opggeoguimica. Neste sentido, a
necessidade de tensoativos derivados de fontesraisatuenovaveis tornou-se
crescente. A busca tem-se dirigido para a sintes@rddutos obtidos de origem
natural, contendo, como parte hidréfoba do tengoatis 6leos de palma, améndoas e
amendoim, e como opc¢Bes para a parte hidrofiliaehotdratos como a glicose do
amido do milho, a sacarose da cana de acucar @asdado leite (DRUMMOND e
WELLS, 1998).

Deste modo, nos ultimos anos a industria quiminade voltado a sintese de
tensoativos ndo-ibnicos contendo acucares. EgtesdBvos pertencem a uma classe
relativamente nova de compostos com atividade Bojdr Eles sdo atoxicos e
biodegradaveis, o que é especialmente desejavpbdim de vista ambiental. Além
disso, possuem boas propriedades superficiais ooguéazem apropriados para
emprego no processamento de alimentos, detergemgssiéticos, na agricultura e
formulagcbes farmacéuticas (COPPOIls& al, 2002; SARNTHEIN-GRAF e LA
MESA, 2004; JAREKEet al, 2006).

Neste sentido, estudos orientados em aperfeicoacomportamento de
tensoativos obtidos de origem natural demonstragnagusaponinas sao extremamente
promissoras (MITRA e DUNGAN, 1997; GARTI, 1999; KABMANN, 2002;
OSBOURN, 2003).

As saponinas se destacam pelas suas propriecatsestivas e, devido a sua
elevada atividade superficial, produzem uma espalm@dante e persistente em meio
agquoso, mesmo em baixas concentracfes e, a diedangroduzida pelos sabdes, sua
espuma € estavel na presenca de acidos mineraislodi] sendo, esta atividade
espumdgena, a propriedade a mais caracteristicte dgsipo de compostos
(HOSTETTMANN e MARSTON, 1995).
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Em quase todas as areas nas quais sistemas cotgesdativos sdo usados, a
atividade espumdgena exerce uma importante inflaéks espumas sdo sistemas
dispersos ar-liquido, e pelo seu carater anfifilipossuem grande afinidade por
superficies de diferentes materiais, 0 que estdcask a varias das suas aplicacdes
industriais como na flotacdo mineral, processamedert@alimentos, processamento de
téxteis, produtos para o cuidado pessoal, extiatate incéndio, entre outros
(HILGENFELDT et al, 2001; GRANER, 2002; PANDEYet al, 2003). O
conhecimento das propriedades fisico-quimicas dgmingas, particularmente o0s
fatores os quais influenciam a sua estabilidadeuiéo importante na otimizacédo da
eficiéncia operacional de um sistema (KARAKASHEVMANEV, 2001). Neste
sentido, a partir do ponto de vista da fisica egqdamica dos coloides, parametros
como tenséo superficial, elasticidade superfisigosidade superficial, entre outros,
Sao essenciais para o ajuste das propriedadegppdm@&siesejada (NGUYERN!t al,
2003; TCHOUKOQV et al, 2004; HARVEYet al, 2005; NEETHLING et al, 2005).

Apesar das saponinas serem amplamente estudadgsomdo de vista
fitoquimico e farmacologico, h&d poucos relatos iterdtura sobre as propriedades
coloidais destes tensoativos, estando ainda poaiaxcterizadas (VOCHTENt al,
1967; MITRA E DUNGAN, 1997; MITRA e DUNGAN, 2001).

Pelos estudos ja realizados com os frutodesteparaguariensigKRAEMER,
1997; ATHAYDE, 2000; TAKETA, 2001; PAVEI, 2004), smdos as avaliacfes
realizadas neste trabalho, pode-se observar giratos imaturos apresentam um alto
teor de saponinas, sendo a maioria muito polar.

Nesse contexto, este Capitulo tem como objetivaliaavas propriedades
tensoativas e espumoégenas das saponinas presarsteButos imaturos ddlex
paraguariensisvisando estabelecer parametros fisico-quimigm®priedades de uso
tecnologico.

As propriedades tensoativas serdo estudadas emgeetggnicas classicas, que
incluem a caracterizagdo mediante isotermas dexabanto da tensao superficial,
concentracdo micelar critica e outros parametralares, como a concentracdo de
excesso de superficie e a area superficial ocupattagrupo polar do tensoativo.

Estes parametros serdo também avaliados frentesemma de eletrélitos. Para a
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avaliacdo do perfil espumégeno das saponinas ddesfrdellex paraguariensis

guanto a sua capacidade espumégena e de pararisitosguimicos associados a
espuma, foram desenhados ou adaptados da literaliguas aparelhos, a fim de
estabelecer técnicas padronizadas, reprodutiveipagsiveis de documentacao

fotogréfica.

4.2. FUNDAMENTACAO TEORICA

As saponinas destacam-se pelas suas propriedatsestivas e, devido a sua
elevada atividade superficial, produzem uma espalmadante e persistente em meio
agquoso mesmo em baixas concentracfes e, a difetamqmaduzida pelos sabdes, sua
espuma € estavel a presenca de &cidos mineraiglodijusendo esta atividade
espumdgena, a mais caracteristica deste grupo rdpostos (HOSTETTMANN e
MARSTON, 1995; SCHENKELet al, 2003).

As saponinas destacam-se por sua atividade superficial, sens@ e
propriedade que as diferencia de outros glicosidatgais (SPARGt al, 2004).

Pelo seu carater anfifilico, os tensoativos e, egunentemente, as saponinas em
solucdo aquosa tendem a se localizar preferenaiédmea interface liquido-vapor,
com o grupo polar dirigido para a fase aquosa ripagapolar para a fase vapor. Este
fendmeno de adsorcdo superficial dos mondmeros tdonsoativos tem, como
finalidade, reduzir a energia livre total do siséenatravés da substituicdo das
moléculas de agua presentes na superficie peloo ghigrofébico do tensoativo
(FLORENCE, 2003). Neste sentido, como as forcastiesis intermoleculares entre
esses grupos e as moléculas de agua, ou mutuaemgreeesses grupos, Sdo menores
gue as existentes entre as moléculas de agua,ev gedccontracdo da superficie sera
reduzido e, dessa forma, também a tensdo supbrf@isL TON, 2005). A tensao
superficial pode ser interpretada, entdo, comagafpor unidade de comprimento que
se opbe ao aumento da superficie, ou como a varidgénergia livre do sistema
devido ao aumento de area (NETZ e ORTEGA, 2002k, qualquer tentativa em
expandir a superficie devera envolver um aumenterdagia livre (FLORENCE,

2003).
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A interpretacdo via energia livre permite enteralarteracdo entre o liquido e o
ar. Assim, a aspersao de liquidos com elevadadengéerficial levara a formacao de
goticulas maiores, em comparacéo com liquidos cemomtensao superficial. Isto se
deve ao fato, dos liquidos mais apolares apresentama maior afinidade pelo ar do
gue a agua, razao pela qual, o volume das gotase®rnos € menor do que o volume
de uma gota d’dgua (NETZ e ORTEGA, 2002; STANLE®0QPD). Portanto, quando a
interface separando duas fases € curva, a pressfiessnpre maior na fase contida no
interior de uma superficie convexa. Esta relacdreas pressdes depende da tensao
superficial e do raio de curvatura da superficéade expressa através da equacao de
Young-Laplace:

AP =2y/r

(eq. 4)

onde, AP sdo as pressdes nas duas fages,a tensdo superficial eé o raio de
curvatura.

Os dados da medida da tensdo superficial na acterér-agua, como uma
funcdo da concentracdo do tensoativo, podem selosigzara estimar excesso de
superficie (I') de um tensoativo, ou seja, a sua densidade malantarface. Este
parametro quando positivo, indica que a concentrdg&soluto por unidade de area na
regido da interface é superior a presente no moidgntdo liquido. Da mesma forma,
um excesso de superficie negativo, traduz uma atmaggio do soluto na éarea
interfacial inferior ao meio liquido (STANLEY, 200NETZ e ORTEGA, 2002). A
partir da densidade de superficie, pode-se estindaea superficial ocupada pelo seu
grupo polar (FLORENCE, 2003).

Quando a molécula de uma substancia tensoatidisselve em agua, ha o
surgimento de interacdes desfavoraveis entre @igo apolar e o0 solvente aquoso,
ou seja, se produz um aumento da energia livrestiensa. A variacao de energia livre
depende das variacOes da entropid, e da entalpiaAH, relacionadas por meio da
expressdoAG = AH - TAS Assim, as mudancas na entalpia e na entropia que

acompanham este processo, se devem ao alto gestrdturacdo da agua devido as
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ligacdes hidrogénio entre suas moléculas. Desteonma@resenca de grupos apolares
no meio aquoso, faz com que as moléculas de agoefo uma estrutura adicional ao
redor da regido hidrofdbica, levando a um granaeesuio na energia livre do sistema.
As moléculas do tensoativo, entdo, passam a coacemt-se nas interfaces, de forma
gue seus grupos hidrofébicos estejam direcionada fiora da agua e assim,
minimizar a energia livre da solucdo. Essa ten@édei materiais hidrofébicos serem
removidos da agua como resultado da forte atrag@avléculas de agua entre si, é
chamado defeito hidrofébico

A concentracdo de saturacdo na superficie é @danguando as moléculas
estdo estreitamente empacotadas mediante foremgies laterais entre 0s grupos
hidrofébicos (HUNTER, 2002). Assinperante um aumento da concentracdo de
tensoativo 0s mondmeros comecam a associarem-se no interiosollgdo em
dimeros, trimeros e tetrameros, como uma formanaliea deproteger os grupos
hidrofébicos do meio aquoso (PIRES, 2002). Um past@aumento da concentracdo
do tensoativo, produz acréscimos da energia livee gistema, que tende
espontaneamente a diminuir através da formac&o gilegados moleculares de
dimensdes coloidais, chamadosndeelas(AULTON, 2005).

A estrutura micelar em meio aquoso € compostaipontcleo, formado pelos
grupos hidrofébicos do tensoativo, 0os quais estdtados para o interior da micela,
enquanto os grupos hidrofilicos se encontram direxlos para a agua. Pela agregacao
das moléculas tensoativas, elas podem experimenar repulsdo eletrostatica de
outras moléculas do tensoativo com carga similacaso de tensoativos com grupos
polares ibnicos. Estas forcas aumentam a energia tlo sistema e se opde a
micelizacdo. Assim, a formacédo da micela dependéalanco das forcas entre os
fatores que favorecem a micelizacdo (van der Waddscas hidrofobicas) e aquelas
gue se opde, como a energia cinética das moléewazpulsdo eletrostatica (PATIST
et al, 2002).

O efeito hidrofébico, sera portanto, equivalentereamocdo parcial do
hidrocarboneto do ambiente aquoso, bem como a uomsequente perda da
estruturacdo da agua que cerca as moléculas hitafd O aumento na entropia e a
diminuicdo da energia livreAG negativo) que acompanham a perda desta estrutura
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fazem com que o efeito hidrofébico seja um procemsergeticamente favoravel
(FLORENCE, 2003).

A razdo primaria, portanto, para a formacdo de lascé a obtencdo de um
estado minimo de energia livre. Para um sistemalaric& temperatura normal, o
termo entropia, € 0 mais importante, constituingim@madamente 90 a 95% do valor
de AG (AULTON, 2005).

Uma explicacdo alternativa para a diminuicdo dergeaelivre enfatiza o
aumento dos graus de liberdade internos dos gtigosfobicos, que ocorre quando
esses grupos sao transferidos do ambiente aguos@paterior da micela. Tem-se
sugerido que o aumento da mobilidade dos grupa®fiticos e, certamente, sua
atracdo mutua, constituem o principal fator hidoadé na micelizacdo (AULTON,
2005). Uma vez que o grupo polar permanece ciramgela agua, sua contribuicao
para a energia da micelizacdo é muito menor, maspapel € essencial para o

tamanho e a forma da estrutura do agregado (HUNZEGR).

A concentracdo minima de tensoativo necessara&ormacdo das micelas
€ denominada deoncentracdo micelar critic CMC). O inicio da formacdo dos
agregados moleculares pode ser detectado atravasmde mudanca brusca nas
propriedades fisicas das solucdes tensoativas rasmpdades da concentracao
micelar critica como a tensao superficial, presséimética condutividade elétrica,
indice de refracdo, solubilidade (como uma funcaaeammperatura), intensidade de
espalhamento de luz, entre outras, quando regastrgihficamente como uma funcao
da concentracdo de tensoativo, sendo tais propiésgdaambém empregadas para
determinar a CMC (PIRES, 2002; FLORENCE, 2002).

H4 um estado de equilibrio dindmico entre as nscdilaamadas e os
mondmeros em solucédo, onde as velocidades de adsercglesorcdo se equivalem
(PATIST et al, 2002; FLORENCE, 2003). A passagem das molécwdaemsoativo
da solucéao para a micela e vice-versa requer teaigpasdem de 1-1(s. A entrada
ou saida de um mondmero ocorre, presumivelmemtarts de uma série de passos de
difusdo (por exemplo, um grupo metileno a cada.vAzyuperficie deve, por esta

razao, estar desordenada numa escala de tempoakegandos (HUNTER, 2002). A
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concentracdo de mondmeros e micelas muda com alic@es de equilibrio, como
pressao, temperatura, concentracao de tensoatide sal (PATISTet al, 2002).

Na micela em meio aquoso, a parte hidrofébicalestdizada no centro, sendo,
rodeada por uma camada concéntrica de grupos fichef que minimizam sua
interacdo com a agua, junto adLN contra-ions. Esta regido compacta é chamada de
camada de Sterncuja distancia estd a cerca de um raio de umhidratado da
superficie. Para a maioria das micelas ibnicasao de ionizacaay, esta entre 0,2 e
0,3; isto é, 70 a 80% dos contra-ions podem sesiderados ligados a estrutura
micelar, sendo as forcas repulsivas laterais esgtes grupos fortemente reduzidas
(FLORENCE, 2003; AULTON, 2005). A superficie exterda camada de Stern € a
superficie limitante da micelaAssim, o centro e a camada de Stern constituatogu
a chamadanicela cinética Circundando a camada de Stern, ha uma camadsaddu
dupla camada elétrica de Gouy-Chapman, que contéestante dos contra-ions
solvatados necessarios para neutralizar as caagascela cinética.

Além dos ions na camada de Stern, uma certa gadetide solvente também
estara ligada aos ions e a superficie carregatlac&sada solvatante € mantida junto
a superficie, e as bordas dessa camada, chamadsupdeficie ouplano de
cisalhamentq representa o limite do movimento relativo entraaterial agregado e o
liguido. O potencial no plano de cisalhamento énw@dp depotencial zetaou
eletrocinético (AULTON, 2005). A variacéo do poteti@corre de modo linear desde
Vo (potencial superficial) até;s (potencial de Stern), decaindo exponencialmerée at
zero na dupla camada difusa. A distancia sobreaaigto ocorre é 1/k, chamada de
comprimento de Debye-Huckel ou espessura da dapiada elétrica. O parameko
depende da concentracdo de eletrdlito no meio agusEndo que quanto maior a
concentracdo de eletrélito, maior o valorkde, consequientemente, menor o valor de
1/k, ou seja, ocorre uma compressao da dupla caméutecal Deste modo, uma vez
gue o potencial superficial permanece constantepotencial zeta ira diminuir
(FLORENCE, 2003; AULTON, 2005).

A partir destas observacdes surgiu a teoria déadigmada elétrica, também
conhecida como teoria DLVO, a qual sugere que abiistade de uma particula em

solucdo é dependente da sua energia potencial $etado a estabilidade determinada
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principalmente pela soma das forcas atrativas delgaWaals e das forcas repulsivas
da dupla camada elétrica. Entretanto, para margstabilidade do sistema coloidal, as
forcas repulsivas devem ser dominantes, as quarseme por um mecanismo estérico
ou eletrostatico, o qual tem a vantagem de estabilum sistema, pela simples
alteracao da concentracdo de ions ao sistema. dérdtdo, o potencial zeta € um bom
indice da magnitude da interacdo entre as parsiadidais e € comumente usado
para avaliar a estabilidade destes sistemas. Batrécnicas empregadas para medir o
potencial zeta, a eletroforese é a de mais fadikagdo e a que possui maior
aplicabilidade farmacéutica (AULTON, 2005).

As micelas nao-ibnicas possuem um centro hidrohiercado por uma
camada de grupos polares, denominada camada pali&adnoléculas de agua estéo
ligadas por ligagdes hidrogénio aos grupos polaesjo esta camada capaz de conter
um grande numero de moléculas de agua. As micetagesl tensoativos, como
consequéncia, tendem a ser altamente hidratadtes s&serficie externa da camada
palicada forma a superficie limitante, isto €, atéculas hidratantes formam parte da
micela cinética (AULTON, 2005). Por esta razéo,aguns casos, 0s tensoativos néo-
ibnicos formam, em geral, micelas maiores que as sontrapartes idnicas. Isto é
atribuido a inexisténcia de trabalho elétrico ewdal no processo de micelizacado e,
como consequUéncia de seu tamanho maior, as micatagnicas sao muitas vezes
assimeétricas (FLORENCE, 2003).

Entre os fatores que afetam a CMC e o tamanholaniestéo: a estrutura do
grupo hidrofébico, a natureza do grupo hidrofiliGo,natureza do contra-ion, a
presenca de eletrélitos e a temperatura (FLORENGE&3; AULTON, 2005).

O numero de agregacasepresenta o numero de moléculas do tensoativo na
micela, o qual tende a aumentar com 0 aumento aprmento do grupo hidrofébico
e diminuir com o aumento do tamanho do grupo hilicof Portanto, os fatores que
aumentam o namero de agregacdo tendem a diminGkM@. (STANLEY, 2001;
PATIST, et al, 2002).

Em tensoativos que possuem a mesma cadeia hidr@f6h variacdo da

natureza do grupo hidrofilico ndo provoca grandésragdes no valor da CMC.
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Entretanto, a natureza do grupo hidrofilico € utorfanportante na determinagcédo do
tamanho micelar e na reatividade de reacdes Gatabs por solucbes micelares
aquosas (MANIASSO, 2001; PIRES, 2002). Assim, tatigos iOnicos apresentam
uma CMC superior aos tensoativos ndo-iénicos, camimém um menor nimero de
agregacao, devido a repulsdo entre os grupos dwszaos quais impedem um

empacotamento mais estreito na micela (STANLEY 1200

O contra-ion associado ao grupo carregado de aBwng® ibnicos também
exerce um efeito significativo nas propriedadesefares. Para sistemas aquosos, 0
aumento da ligacdo dos contraions ao tensoatiusacama diminuicdo na CMC e um
aumento no numero de agregacdo (PANDEfval, 2003). O efeito € explicado em
termos da reducdo na magnitude das forcas de &pealstre os grupos polares do
tensoativo, reduzindo, deste modo, o trabalho wséces para a sua formacado
(AULTON, 2005). A extenséo da ligacdo dos contrsiaumenta com um aumento
na polarizabilidade e valéncia dos contra-ionsm@niii com um aumento no seu raio
de hidratacdo (PANDEet al, 2003). Para ions de mesma valéncia, a sériépiotx
exerce um papel fundamental na explicacdo de pagueriacdes (a série liotropica
ordena os ions de mesma valéncia, de acordo cem @sianho) (NETZ e ORTEGA,
2002; HUNTER, 2002).

Para os tensoativos ndo-ibnicos, a concentracaaed@litos necessaria para
produzir efeitos significativos € comparativamemigito maior e a discussdo de cada
comportamento introduz as nocgdes dalting i e “salting out, ou seja, da
competicao entre o tensoativo (sobretudo o grujar)e o eletrdlito para associarem-
se com a 4gua. Assim, uma dessolvatacdo do moodrekr eletrolito (efeit@alting
ouf), a micelizacdo € termodinamicamennte favorecida EMC é reduzida. A
situacao inversa se aplica no caso de um efatitifig i (HUNTER, 2002;
AULTON, 2005).

A temperatura, usualmente, exerce uma fraca inflaéma alteracdo da CMC
de um tensoativo. Com o0 aumento da temperatura @lo, m valor da CMC para
tensoativos nao-ibnicos, normalmente diminui, entpgara os tensoativos iGnicos
ocorre um aumento. Por outro lado, a temperatwecexuma importante influéncia no

tamanho das micelas, as quais normalmente tornamasaes com 0 aumento da
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temperatura. Este efeito, pode ser atribuido a modanca na forma e na hidratacéo
da micela (MITRA e DUNGAN, 1997).

As possibilidades de arranjos moleculares doso&tives variam, desde
solucBes molecularmente dispersas, a fases aragaditamente ordenadas. Entre estes
extremos, ha uma variedade de fases, cuja natdegende intimamente da estrutura
guimica do tensoativo, da composicao total da fas#inua e das condi¢cdes do
sistema, como temperatura, pH, presenca de cosolaletrélitos, entre outros
fatores, os quais podem alterar o tamanho, forniemero de agregacdo e a
estabilidade das micelas (PATIST al, 2002; FLORENCE, 2003; VASILCSCet
al., 2004). Assim, a estrutura de uma micela podewvde esférica para bastdo ou na
forma de disco para lamelar a fases cristalinaidagy ou mesofases a altas
concentragdes de tensoativos (PATE &I, 2002).

A estrutura da miceladepende da temperatura e concentracdo de tergoativ
como também das caracteristicas estruturais dest®®, a presenca de grupos polares
carregados (carboxilato, sulfato ou amoénio quat@pazwiteribnicos ou grupos
hidrofilicos volumosos (polioxietileno, amino 6xidm residuo aculcar), capazes de
participar significativamente nas ligacdes de lgérao com a agua, bem como nas
interacBes dipolares com a mesma. A estrutura tantiepende da natureza do grupo
apolar, como do numero de carbonos na cadeia hidrocada, presenca de
ramificacdes, duplas ligacbes ou anéis aromatiehsNTER, 2002; FLORENCE,
2003).

Varios modelos foram propostos na tentativa daiec as propriedades e
caracteristicas das micelas. Tendo como exemplelasiae laurilsulfato de sédio,
admiti-se que a penetracdo de agua alcanca no m&smdois primeiros grupos
metilenos mais proximos ao grupo hidrofilico. Estedelo, leva em consideracdo a
mobilidade das cadeias carbdnicas, sendo posdemio de um intervalo de tempo,
localizar segmentos dos mondémeros (até mesmo @ gnetila terminal da cadeia) na
superficie micelar. Isto explica o contato hidrboereto-agua, o que motivou a teoria

de uma estrutura bastante porosa para as micdld$THR, 2002).

O modelo mais aceito foi discutido por GRUEN (10&5¢ representado para

uma micela de dodecilsulfato de soédio (Figura 37).
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Figura 37. Modelo da micela esférica de dodeddsnlde sédio (GRUEN,
1985).

As caracteristicas das micelas, de acordo comnesdelo, sao:

i) na média, todos os grupos apolares do tensoativanicela estdo no nudcleo
micelar;

ii) 0s grupos polares i6nicos e a agua, sdo quataémente excluidos do ndcleo
micelar;

iii) os grupos hidrofébicos apresentam desordenfocoracional (estado “liquido”),

e preenchem o ndcleo micelar com densidade aprdameante igual a dos
respectivosi-alcanos liquidos;

iv) a interface agua-grupos hidrofobicos é finaagenas alguns A;

v) acamada contendo 0s grupos polares € pouceaugo

Embora, atualmente, tem-se preferido a descricdm6 disco” uma vez que o
peso da evidéncia do transporte e propriedadesjulBbeio sugere que as estruturas
micelares sejam melhor descritas como esferdidegosb Porém, esta visdo néo é
universalmente aceita, devendo-se levar em confatm de que as forcas que
controlam a estrutura micelar sdo delicadamentanbahdas, podendo ocorrer
facilmente distor¢cdes da forma (devido aos procedsocisalhamento ou flutuacdes)
(HUNTER, 2002).
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Desse modo, o modelo proposto por Gruen € capa&xulear a maior parte
dos fendbmenos conhecidos sobre as micelas em mems@ Sua estrutura bem
definida e regular faz com que medidas de parasetioelares, como raio micelar,
possam ser determinadas com razodvel precisdoaeasg@s suas caracteristicas
dindmicas, explica varios resultados de espalhar@amnéutrons a baixo angulo e de

ressonancia magnética nuclear de proton (HUNTEB2R0

A estrutura e estabilidade das micelas influencisignificativamente as
propriedades dindmicas do sistema. Neste sentidsjderando o equilibrio dindmico
da estrutura micelar, as quais estdo continuameae desintegrando e se
reestruturando, tem-se proposto a existéncia deptocessos de relaxagcao envolvido
nas solucdes micelares. O primeiro € um procesgeldeacao rapida referido como
11 (geralmente na ordem de microsegundos) o qualaciaslo com a rapida troca dos
mondmeros entre as micelas e o meio circundansegidndo tempo de relaxacas,
considerado lento (na ordem de milesegundos),l@uato ao processo de formacao e
dissolucdo das micelas, isto é, o tempo de vidandzla. Estes dois tempos de
relaxacdo, podem ser usados para calcular doigtampes parametros de uma solucao
micelar: (a) o tempo de residéncia de uma molé&bnlensoativo em uma micela e (b)
o tempo de vida médio ou a estabilidade de umala{PATIST,et al, 2002).

Os tempos de relaxacdo micelar ou de quebra dadamisdo importantes em
varios processos tecnoldgicos que envolvem um aomen area interfacial. Neste
sentido, tem-se constatados uma forte correlacdg dem os processos dinamicos
como a espumabilidade, umectancia, volume da btdhaanho da gota de emulséo e
velocidade de solubilizacdo micelar (PATIST al, 2002). Assim, durante o processo
de formacéo da espuma, por exemplo, os sistemasre@ror tensao superficial, sdo
capazes de produzir menores areas superficiaisrpdade de area, sendo o aumento
de area interfacial estabilizado pela formacaomddiime de moléculas de tensoativo
adsorvido na nova interface. Ha dois fatores qgpamdem por esse fenbmeno, um
relacionado com o tempo requerido para a expanadareh interfacial e que tem
carater competitivo entre espécies quimicas difeggre um outro relacionado com o
transporte difusional dos mondmeros do tensoativ eapacidade das micelas se

romperem, assegurando o fluxo necesséario parailestala nova interface ar/agua
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originada durante a formacédo da espuma. Nestealltéso, quando os monémeros
difundem para a nova interface, a condicao de ibgigilentre monémeros e micelas é
rompido. Este desequilibrio leva a desorganizag&omicelas, cedendo mondémeros
para a interface. Assim, micelas muito estaveismagem rapido o suficiente para
aumentar o fluxo necessario de monbémeros parailesiabas novas interfaces

ar/agua, resultando em uma alta tensédo superfimi@mica e por esta razdo, menor
espumabilidade (PATISEt al, 2002; HARVEY et al, 2003).

As cinéticas de relaxacdo micelar, demonstramriipeia da temperatura,
pressdo e concentracdo, bem como da adicdo des @spécies na solucdo. Estudos
demonstram que os valores dee 1, sdo bem definidos para cada sistema tensoativo
(PATIST et al.,2002).

Para acaracterizacdo dos agregados molecularatos tensoativos em agua,
varios métodos experimentais tém sido empregadasnoc a tensiometria,
condutometria, potenciometria, calorimetria, reésmia magnética nuclear,
espalhamento da luz estatico e dindmico e a pakdidmicroscépica da regido
interfacial das micelas em meio aquoso por sondastecromicas (PIRES, 2002).
Entre os varios parametros caracterizados estad@, @umero de agregagao 4N
raio hidrodinAmico (R, area ocupada na interface micela-agua pelo dnigrofilico
(o) e grau de dissociacdo micelax),( que informa o quanto os contra-ions se
encontram ligados a micela. A estrutura molecutatethsoativo, ou seja, as naturezas
dos grupos hidrofilico e hidrofébico, assim comala@s contra-ions, associados as
condicbes experimentais, como temperatura, presgiesenca de aditivos, influem
diretamente no valor de cada um dos parametrasositdPIRES, 2002).

O espalhamento de luz dindmico tem sido partimgate um método
adequado para determinar o tamanho de particules,f@ema e suas interacdes
(HUNTER, 2002). Este método é baseado no deslodardarfreqiiéncia da luz lazer,
guando esta é espalhada por uma particula em motdrmeo chamado deslocamento
Doppler. Uma vez que a maioria dos coldides aptagarbidez bastante baixa, é mais
conveniente e preciso medir a luz espalhada a wul@rgem geral 90) relativo ao
feixe incidente, ao invés de medir a luz transmijtidjue pode diferir apenas

marginalmente do feixe incidente Esta técnica mpdeanto, o coeficiente de difusédo
91



do agregado, o qual pode ser relacionado ao tamandelar através da equacao de
Stockes-Einstein (AULTON, 2005).

Medidas de espalhamento de luz dinamico, tambémnsido empregadas para
avaliar o tamanho dos agregados micelares das isapoda quilaia (MITRA e
DUNGAN, 1997).

Entre as propriedades caracteristicas dos tengeatistdo o abaixamento da
tensdo superficial ou interfacial de um sistemar@priedades de detergéncia, de
umectancia e de formacdo de espuma. A magnitudesdesopriedades varia de
acordo com a natureza do tensoativo (LACHMAN, 2003LTON, 2005).

Quanto as saponinas, a propriedade tensoativa aaeasteristica deste grupo
de compostos é a atividade espumogena (HOSTETTMANMRSTON, 1995).

Do ponto de vista termodindmico, espumas sao sistemetastaveis, que
compreendem bolhas de gas, contendo geralmentdisrersas em um volume
relativamente pequeno de liquido, usualmente mepa@ 10% do volume total.
Tipicamente, sdo compostas liehas de gas poliédricaseparadas por finos filmes
liquidos estabilizados por moléculas de tensoatds®rvidas na interface gas/liquido.
Sua unidade estrutural é constituida pblaslas de Plateauwnde trés filmes liquidos
se encontram, formando um angulo de 1220 osvérticesdo poliedro, onde quatro
bordas de Plateau encontram-se a angulos de fO&&ura 38) (BHAKTA e
RUCKEINSTEIN, 1997; PANDEet al, 2003; HARVEYet al, 2005).
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Figura 38. llustragc&o bidimensional das boda®lateau (GRANER, 2002).

Os filmes liquidos e as bordas de Plateau formamneahe pela qual, por efeito
das forcas da gravidade, superficial e de capddedo liquido é drenado para fora da
espuma. (HILGENFELDTet al, 2001; HARVEY, et al, 2005). Este processo pode
ser ilustrado através da formacdo de um filme diguiertical isolado (Figura 39). A
drenagem ocorrera, inicialmente, através de fludediquido por todo o filme, sob
acdo da gravidade. Depois de atingida uma espedsuaiiguns micrometros, o fluxo
gravitacional na parte lamelar do filme passar& @recessar com extrema lentidao
(mesmo com liguido de baixa viscosidade), e o misgande drenagem predominante
a seguir envolvera a remoc¢ao do liquido da regdeelar central e a formacdo de
colunas relativamente largas de liquido escoantis pegides adjacentes, conhecidas
como bordas de PlateauComo resultado da drenagem, o filme tera uma maio
espessura na parte inferior do que na parte supBoo esta razéo, aparecerao as cores
espectrais em conseqiéncia da interferéncia ehizerafletida entre as superficies do
filme. Assim, a medida que a drenagem prosseggasdmndas coloridas se moverao
para baixo, aumentando o espacamento entre elaseatfesenvolver um filme
prateado e por fim preto, que por ser suficienteendno ndo haverd interferéncia
construtiva para todos os comprimentos de ondaeissientre a luz refletida pelas

superficies do filme. A transferéncia do liquidopdate central da regido lamelar para
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as bordas de Plateau € governada pela diferenpredsdo do liquido nessas duas
regides (SHAW, 1975; HUNTER, 2002).

Figura 39. Filme vertical liquido (NIERSTRASZ e FRE, 1999).

A espessura do filme resulta, portanto, do eqidlilentre as forcas externas e as
interacdes entre as superficies do filme, as quaisam uma pressao adicional no filme,
conhecida comaopressdo de disjuncAdMISHRA et al, 2005). Em muitos casos, as
interacdes no filme pode ser descritas por duga$ol repulsdo da dupla camada elétrica nas
superficies dos filmes e as forcas de atracdo deleaWaals (Teoria DLVO). Na presenca
de repulsdo da dupla camada, a espessura de ggudldis filmes diminui de varias centenas
de nandmetros para uns poucos nandmetros com onguaie concentracdo de eletrolitos.
Geralmente, flmes com uma espessura abaixo denS5@ue aparecem como cinza ou preto
guando observados sob a luz refletida, sdo chanfdaes pretos comungFPC) (Figura
40). Em concentragdes muito altas de sal (na orden®dentl/L), as duas camadas elétricas
estdo praticamente neutralizadas e a atragdo dderawaals é a Unica interacdo de longa
distancia entre as interfaces do filme. Sob estagicdes, os filmes liquidos reduzem a sua
espessura até a repulsédo estérica entre os grafaegdo tensoativo nas interfaces, o que
ocorre a uma espessura de filme em torno de 3-6dependendo das dimensdes das
moléculas do tensoativo. Os filmes que atingem estado de equilibrio sdo denominados
filmes pretos de Newton (FPNMISHRA et al, 2005).
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Figura 40. Representacdo esquematica: (a) Film® pamum (FPC); (b) Filme
preto de Newton (FPN) (MISHRAL al, 2005).

Uma pressao positiva estabiliza a espuma, enqua@aima pressao negativa
desestabiliza-a. Em geral, a pressao de disjungéitiya surge a partir da forca de
repulsdo da dupla camada, enquanto a pressaovaedas forcas atrativas de van der
Waals e possivelmente da interacao hidrofobica (\@BANYOON, 2006).

A durabilidade dos filmes pretos exercem, portamim decisivo papel no
tempo de vida da espuma (KARAKASHEV E MANEYV, 2001).

A estabilidade de uma espuma, portanto, pode d$kremntiada por muitos
fatores, mas esta primariamente ligada a drenagdiquido da espuma, a qual € uma
funcéo da viscosidade de cisalhamento superficipbsteriormente, pelo processo de
ruptura dos filmes liquidos que é uma funcédo deasyiropriedades interfaciais, como
a propriedade de dilatacao interfacial (TAMURAaI., 1998; PANDEYet al, 2003;
HARVEY et al, 2005).

A viscosidade de cisalhamento superficidsulta da interacdo entre as
moléculas adjacentes do tensoativo na superficiilrde com a fase lamelar liquida
Deste modo, uma alta viscosidade superficial sgmitima forte interacdo entre as
moléculas tensoativas com a agua, o que refleteuemmais lento processo de
drenagem nas espumas (PANDEtval, 2003).

A elasticidade superficial d&ibbs-Marangonié uma propriedade de dilatacao
interfacial a qual esta diretamente relacionadacowotrole de ruptura dos filmes
liquidos, com substancial influéncia do tempo déavila espuma (HARVEYet al,
2005). Este €, portanto, um efeito de estabilizagfmrtante nas espumas. Assim, se

um filme for submetido a um estiramento localizaclmno conseqiiéncia de alguma
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perturbacdo externa, o aumento de &rea resultat® acompanhado por um
decréscimo na concentracdo de excesso de supealfidiensoativo. O resultado € o
surgimento de um aumento localizado da tensao fstipkr(efeito Gibb¥ Sendo
assim, sera necessario determinado tempo parasgueléculas do tensoativo sofram
difusdo até essa regido superficial, para restedrelsua tensdo originakfeito
Marangon). Como uma ampliacdo deste efeito, sugeriu-se uetamsmo de
transporte superficial, no qual o gradiente de&ersuperficial criado pelo afinamento
da pelicula faz com que o tensoativo se "espalbkl guperficie, arrastando consigo
uma parte significativa da solucdo subjacente, dp@e assim ao processo de
afinamento (SHAW, 1975; NIERSTRASZ e FRENS, 1999).

A razéo principal para liquidos puros ndo formaespumas € a auséncia do
efeito Gibbs-MarangoniCom relacdo a esse efeito, é interessante notaespumas
moderadamente concentradas de sabdes, detergaritesputros, sdo em geral menos
estaveis que as espumas formadas por solucbesdihddas. Nas solucbes mais
concentradas, o aumento de tensao superficialltap® de um adelgacamento
localizado do filme, é compensado mais rapidameeta difusdo de moléculas de
agente tensoativo, proveniente da solucdo. Em qdéseia a compensacao de
variacfes da pelicula na espuma pelas corresp@sdeatiacoes na tensao superficial
sera menos eficiente (SHAW, 1975, NIERSTRASZ e FREN99).

Portanto, um dos mais importantes fatores quer@ant o comportamneto
espumdgeno é o efeito Marangoni, onde a drenagerdgda entre as bolhas é
retardada a partir da espalhabilidade dos tenssatias superficies das bolhas. Nao
somente a concentracdo dos tensoativos e suadaglecde difusdo na interface ar-
agua influencia a estabilidade da espuma mas tansb@nhabilidade de se ligar as
moléculas de agua (TABL al, 2005).

Portanto, o filme entre as bolhas na espuma afidawdo a drenagem ou
deformacgcao mecanica. O filme pode ser estabilizatoente pela drenagem lenta do
liguido do filme. Isto somente pode ser obtido pmmpostos que acumulam
preferencialmente na interface gas/liquido. Pootaattensoativo adicionado, exerce
uma importante influéncia na estabilidade da esputtes se adsorvem na interface
ar-liquido, alterando as propriedades interfaciais resultando em diferentes
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comportamentos da drenagem do liquido e rupturéilde liquido (STEVENSON,
2005; HARVEY et al, 2005).

Outro fator a considerar na estabilidade das espuénafendmeno da difusdo
de gas entre as bolhas. Este fenbmeno é causaaldifsenca de pressao interna
entre as bolhas, a qual depende da permeabilidadédnte superficial aos gases,
diferenca no tamanho das bolhas, tensao interfgmiapriedades do gas e a fracéo
liquida da espuma (\iddVespumd- D€ acordo com a teoria da curvatura de superfici
de Young-Laplace e assumindo igualdade nas terssiesficiais, a transferéncia de
gas ocorrera das bolhas menores para as maiorddGAFO e ROSANO, 1997;
BLAKA e RUCKENSTEIN, 1997; CERVANTES-MARTINEZt al, 2005). Deste
modo, quando os volumes de ar sédo iguais, as donasds tornam-se esferas iguais.
No entanto, se os volumes de ar sdo desiguaigjassl@minas tornam-se esferas de
diferentes diametros, exercendo uma pressao désmps dois volumes de ar.
Consequentemente, a particdo quando sujeita apragsal em ambos os lados, ndo é
curva, mas plana; e quando sujeita a pressao désaja € distorcida em um lado, a
particdo diminui até a pressdo produzida pela tuwr&acéncava contrabalancar a
elasticidade do ar (Figura 41) (BERCKMAN, 1941).

DO
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Figura 41. Projecao de agregacéao das laminassc(BERKMAN, 1941)




Espumas com gases de alta solubilidade e dif@sleidcoalescem mais
rapidamente. Devido a isso, em alguns casos ¢ t&® sido substituido por gases
menos soluveis, como o;N\HILGENFELDT et al, 2001).

A presenca de componentes volateis e a diferem¢andperatura entre o gas e a
fase liquida (altas temperaturas aumentam a pressficcanais de Gibbs-Plateau)
também desfavorecem a estabilidade da espuma (VARBBKAN, 1998). A
ruptura do filme tém, portanto, duas consequéngjaando ela ocorre no topo da
espuma, a altura da espuma diminui; quando, patngcorre dentro da espuma, ela
causa coalescéncia das bolhas. Além disso, o tarsaasorvido no filme colapsado
€ liberado dentro do liquido nos canais das boddaBlateau e move-se para fora da
espuma. (BHAKTA e RUCKENSTEIN, 1997).

A estabilidade e tempo de vida das espumas saargmas, portanto, pelas
propriedades da sua unidade estrutural (o queiinsiuinos filmes liquidos e as
bordas de Plateau), assim como pelas propriedad&gyicas da interface gas-liquido
(que depende do tipo, concentracao e distribuichtedsoativo) e pelas energias de
interacdo entre os filmes adjacentes (ANGARS&Al, 1998; COONSet al, 2005;
NEETHLING et al, 2005). Deste modo, dependendo do equilibrio esgsas forcas,
um filme pode tornar-se cada vez mais fino até eymsp, ou atingir uma espessura de
equilibrio. Assim, a formacdo de uma espessuraqudilerio € caracteristica dos
filmes estaveis, enquanto a formacdo de uma egpesstica de ruptura caracteriza 0s
os filmes instaveis (Figura 42). Portanto, se dldxio entre as forcas de atracdo de
van der Waals, repulsdo de duplas camadas elétpasssao capilar, etc., favorecer o
estabelecimento de uma espessura de equilibn@ragdes ao acaso ha espessura do
filme tendem a ser compensadas em todos os casd@s\N(S1975, TCHOUKOVet
al., 2004; NEETHLING e GRASSIA, 2005; WANG e YOON, B)0
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Figura 42. Visualizagcdo por tomografia optica docpsso de afinamento dos filmes
liquidos (THOMASet al,, 2005).

E possivel, contudo, fazer uma distingdo entreiests de espumas instaveis e
metaestaveisEspumas instaveisao exemplificadas pelas espumas formadas por
solu¢cBes aquosas de acidos ou alcoois saturadoadééa curta. A presenca dessas
substancias moderadamente tensoativas retard&rédéponto a drenagem e ruptura
do filme, mas ndo impede a ocorréncia continuaedefs6menos, até a destruicdo
completa da espuma. A&spumasnetaestaveipodem ser exemplificadas por espumas
formadas de solucdes de sabdes, detergentesintgiroteinas, saponinas, etc., onde
o equilibrio de forcas é tal que a drenagem doid@wessa quando atinge uma
determinada espessura de pelicula, e na ausénpiertdebacdes externas (vibracoes,
tensdes, evaporacao, difusdo de gas de bolhasnaexpara bolhas grandes, calor,
vibracbes de temperaturas, presenca de pO e oum@grezas) essas espumas
permanecem quase indefinidamente (SHAW, 1975).

A estabilidade da espuma pode, entdo, ser infladacipor dois fatores
independentes: (1) o empacotamento molecular neefile tensoativo adsorvido e,
logo, a viscosidade do filme na interface ar/agaaestruturacédo das micelas dentro do
meio aquoso na lamela da espuma (PANGCHE4l, 2003). A estrutura micelar dentro
do fino filme liquido da lamela da espuma foi aad#i, e demonstraram que a
estratificacdo dos finos filmes liquidos pode salieada a partir de um afinamento
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de camada por camada de estruturas ordenadas elasrdentro do filme (PATIS@&t
al., 2002).

A presenca de eletrolitos pode, portanto, influentanto positivamente como
negativamente as propriedades de viscosidade csme dilatacdo superficiais. Neste
sentido, de acordo com as caracteristicas dos avis®, o0s eletrolitos poderdo
apresentar diferentes efeitos devido as interag®pecificas entre os ions e as
moléculas do tensoativo (ANGARSKAt al,1998; KARAKASHEV e MANEV,
2001).

Devido a inexisténcia de interacbes i0nicas emsegrupos polares dos
tensoativos ndo-ibnicos, ndo seria esperado codleiteletrdlitos sobre os filmes de
espuma destes tensoativos. No entanto, a influé@osigletrélitos sobre estes sistemas
espumdgenos ocorre através de uma reducdo na dgi@lmatdos seus grupos
hidrofilicos. Assim, o efeito dos eletrdlitos ndadslizacdo dos filmes de espumas dos
tensoativos né&o-idnicos, estdo associados aos &m@mdesalted out e salted in
(SCHICK, 1997; HUNTER, 2002).

4.3. MATERIAL E METODOS

4.3.1.MATERIAL

4.3.1.1. Material vegetal

Extrato bruto liofilizado dos frutos imaturos dex paraguariensisFr. 7090
liofilizada, Extrato bruto purificado (P6) liofilado, obtido pelo Método Il de

purificagao.

4.3.1.2. Reagentes e substancias de referéncia

laurilsulfato de sdédio (Merck), polissorbato 80 gitdk), cloreto de sodio
(Nuclear), brometo de potassio (Synth), nitrato pagassio (Quimex); cloreto de
magnésio hexaidratado (Vetec), fosfato de sodiasitio anidro (Nuclear).
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4.3.1.3. Equipamentos e aparelhos

Tensidbmetro de anel Le Comte DuNoilly, modelo 860CRUSS,
GERMANY); Coluna em vidro borossilicato (355 mmuait x 35 mm d.i.);
Fluxdmetro PROTEC (0-15 L/min); Termo-Higrémetrogital TFA (Germany);
Compressor de ar NEVONI; Conjunto em acrilico ecgdade vidro (20 x 20 cm);
Balanca eletrénica digital BIOPRECISA; Viscosime@apilar de Ostwald - Braun-
Biotech Internacional; ZETA PLUS — Zeta potentiahadyzer, BTC - Brookhaven
Instruments Corporation (New York, USA); Espectrinmade correlacdo de fotons
(Instituto de Quimica — UFRGS)

- Fonte de luz laser: ions He-Ne, 35Mw= 632,8 nm: Spectra-Physics (Califérnia,
EUA) e Coherent (California, EUA).

- Gonidometro: BI-200M, verséo 2.0 (Brookhaven fiastents — New York, USA)

- Correlacionador digital: BI-9000AT (Brookhavamstruments — New York, USA)

- Detector: BI-9863 (Brookhaven Instruments- Nearky USA)

4.3.2. METODOS

Tendo em vista que a maior parte das saponinaemes no EXL se
concentram nas fragcdes 70 e 90, optou-se pela wedtas duas fracbes, com a
finalidade de obter um Unico produto purificadooencelevado teor de saponinas. Este
produto foi denominado de Fr. 7090.

Para a realizacdo dos estudos de caracterizagjéo-djuimica e avaliacdo da
atividade espumaogena das saponinas dos frutosrimsatiel. paraguariensisforam
empregados como substancias de referéncia pare @®mparativo, tensoativos
sintéticos. Os tensoativos utilizados para estifiade foram o laurilsulfato de sédio
(CoH2sNaG,S, M: 288,38) como tensoativo anidnico e o polisatr 80 (G4H124076,

M: 1310) como néo-idnico.

4.3.2.1. Determinacdo da tensdo superficial e da rmentracdo micelar critica
(CMC)
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As isotermas de abaixamento da tensdo supenieialis o logaritmo natural da
concentracdo molar das solucdes tensoativas foealizadas pelo método estatico,
utilizando o tensiometro de anel Le Comte DuNo6ug. #blugdes aquosas de cada
tensoativo foram preparadas a partir de uma soloagaoentrada, seguido da diluicao
a concentragbes entre 0,001 a 20,0 g/L. A temperaturante o experimento foi
mantida em 2@ 2°C e a umidade relativa do ar entre 55 a 65 %. Qalda expressa
a média de, no minimo, trés determinacdes.

O valor da CMC foi calculado com auxilio de isatas de tensdo superficia) (
versus o logaritmo natural da concentracdo molartatsoativo (In C). Para as
saponinas, a concentracdo molar foi expressa emosede massa molecular da
matessaponina-1. A regressdo linear foi realizadea pos valores da porcao
descendente (acima do ponto de inflexdo da cuevajpa segunda reta foi projetada
para os pontos da curva localizados apos o pontofléedo da mesma. O valor da

CMC determinado corresponde ao ponto de intersetgstas duas retas.

Os parametros de concentracdo de excesso de isigparti de densidade
superficial (") e da area ocupada pelo grupo polar do tensoéfiyma superficie
solucéo/ar foram calculados com auxilio das equatbe 2 abaixo, derivadas da

equacao de adsorcéo de Gibbs:

I =-(1/RT) (dy/d In C) (eq. 5)

onde,I" é a densidade superficial (mmolAmMR a constante universal dos gases
(8,314 J mot K™); T a temperatura absoluta (§)a tensdo superficial (MNfie C a

concentragéo do tensoativo (mmeéf)L

A =1/ [ Nav) (eq. 6)

Onde,A é a area superficial ocupada pelo grupo polar aléaula de tensoativo ¢i
e N,y a constante de Avogadro (6,022 X*1fol™)
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4.3.2.2. Avaliacdo da atividade espumogena das sapws dellex paraguariensis

4.3.2.2.1. Caracterizacao do perfil espumbgeno

A capacidade espumdgena das solucdes tensoatiasfimda através do grau
de espumabilidade das solucdes. Para isso, fozadal a determinacdo do volume

maximo de espuma (VE), como medida do potencialraégeno.

4.3.2.2.1.1. Determinacg&o do grau de espumabilidade

O grau de espumabilidade das solu¢des tensodtivdsterminado através do
volume maximo de espuma (VE) expresso através abdmela altura da coluna de
espuma gerada sob condicOes experimentais padidasizam equipamento desenhado
no Laboratoério de Desenvolvimento Galénico (LD&tdauniversidade (Figura 43).

Um volume de exatamente 20,0 ml de solucéo tensoaia concentracdo de
10 vezes a sua concentracdo micelar critica (CKoCyuidadosamente vertido dentro
de uma colunaQ) de vidro borossilicato (355 mm de altura x 35 ohir), provida de
uma escala de leitura em milimetrds) @ fechada na base por um septo de vidro
sinterizado G A espuma foi gerada por insuflacdo de ar atmasf@m ajuda de um
compressorg), através do sept®). A pressdo de entrada do ar foi monitorada por
um manbémetro acoplado a saida do compressor a@dkiar regulado através de um
fluxdmetro €) de modo a obter uma pressdo de saida de 0,08nKgeé um fluxo de
ar de 2 L miff. O tempo de fluxo do ar foi padronizado em exat#me0 segundos.
Apos este periodo, o suprimento de ar foi interpioim através do fechamento da

valvula (V) e a altura da coluna de espuma registrada insedétte.

As condicOes externas foram mantidas ent 20°C e umidade relativa do ar

entre 55 e 65%. Cada valor expressa a média deppios, trés determinacdes.
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Figura 43. Esquema do aparelho para a caractesizspiimogena

O sistema de lancament®)( de uma esfera, esta relacionado ao teste de

resisténcia da espuma, descrito no item 3.2.2.4.

4.3.2.2.1.2. Caracterizacao do perfil de drenagenacgspuma

O perfil de drenagem das solu¢Oes tensoativasvldiaglo a partir do teste de
determinacdo do grau de espumabilidade. Apds aaftionda espuma, o volume de

liquido drenado da espuma foi registrado em fumightempo.

4.3.2.2.1.3. Determinacdo do volume de drenagem dspuma em funcdo do

tempo

Para esta avaliacdo, foi registrado o volumeqlédd drenado da espuma em

funcdo do tempo, considerando como volume iniciafolume de solucao residual
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presente na base da coluna da espuma no temp(apémo fechamento da entrada de
ar). A sequir, nos intervalos de 1, 5, 10, 30 er®utos, o aumento do volume de
liquido na base da coluna de espuma foi registeadéuncéo do tempo. O volume de
liguido drenado foi expresso pelo somatdrio ao maluinicial (tempo zero), aos

volumes acrescidos a cada intervalo de tempo.

4.3.2.2.1.3.1. Determinacédo do volume de liquidotigo na espuma em funcao do
tempo (VLE %)

O volume de liguido retido na espuma (VLE) em ciadervalo de tempo foi
expresso pela diferenca entre o volume inicial dlecgo e o volume drenado no

tempot, de acordo com a seguinte equacao:

VLE

_Vt-vd(t)
vt

Onde, VLE é a porcentagem de liquido retido naimsp M o volume inicial (20 ml)

e Vd (t) o volume drenado no tempo

4.3.2.3. Avaliagao da estabilidade da espuma

A estabilidade da espuma foi avaliada atravédedmpo de permanéncia da
espuma em funcdo do tempo. Apos a formacdo da esptomo descrito no item
2.2.2.1.1., a altura da coluna de espuma foi medidaintervalos de tempo de 1
minuto nos primeiros 5 minutos, sendo apos regisg@&m intervalos de 5 minutos até
15 minutos e, a seguir em 15 e 30 minutos atéraema hora de avaliacdo. Apds, as

leituras foram realizadas a cada 60 minutos atéwiB0tos (8 horas).

Cada avaliacdo corresponde, no minimo, trés detag@es, sob temperatura

de 20 + 2C e umidade relativa do ar entre 55 — 65%.
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4.3.2.4. Avaliagao da resisténcia da espuma

A resisténcia da espuma foi avaliada em termogelizcidade de queda livre
de uma esfera de massa e dimensdes conhecidasnacéin da espuma foi realizada
conforme descrito no item 2.2.2.1.1. O tempo dedflde ar foi mantido até a espuma
atingir uma altura de 20 cm na coluna de vidro.disamente apos, foi colocado no
topo da coluna de espuma uma esfera (oca) de dedB® mm de diametro e peso de
5,1404 g. O tempo de queda da esfera ao longo ldaacale espuma até tocar o
liguido na base da coluna foi cronometrado. A vdlde de deslocamento da esfera

foi calculada através da equac&o 8 e os resultaquessos em cnits

v=d/t (eq. 8)

onde, v é a velocidade de deslocamento da estedistancia percorrida pela

esfera (20,0 cm) o tempo em segundos.
4.3.2.5. Andlise bidimensional da espuma

Para a andlise bidimensional da espuma os expdoméram realizados em
um equipamento projetado e confeccionado para festididade. O equipamento
consiste de uma cuba de acrilico, provida na basemdducto perfurado adaptado a
uma valvula para controle da entrada de ar. Detarouba foram fixadas duas placas
paralelas de vidro (20 x 20 cm), dispostas a urstmicia de 1 cm entre elas. Para a
geracao da espuma, 100,0 ml de solugéo tensoativacentracdo de 1,0 % foi vertida
no interior da cuba e o ar diretamente insufladdianeom o auxilio de um compressor
de ar acoplado a um fluxémetro. A pressédo do ammitida em 0,05 kgf cha uma
vazdo de 2 L min. A entrada do ar permaneceu ativada durante tsmiigiente para
uma distribuicdo completa e homogénea da espumaa&nplacas de vidro. A espuma
formada foi entdo fotografada em intervalos dedduados até o seu colapso. Para o
registro fotogréafico, a camera foi disposta a medistincia do objeto mantendo-se o

mesmo campo visual.
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Apdés a documentacao fotografica, o niumero de balkaar da espuma dentro
do campo foi contado, bem como o nimero de ardstaada bolha. Apds, o nimero
de arestas foi dividido pelo niamero de bolhas, parter o nUmero médio de arestas
em funcao do tempo.

Todos os experimentos foram realizados a temperdi20t 5°C e umidade
relativa do ar entre 50 a 60 %.

Os critérios de avaliacdo e de comparacao, levararsonsideracdo o nimero
de vértices e a curvatura (pressao interna) dasabale espuma, de acordo com as
seguintes equacoes:

R-P P-P R-A

Kij+Kjk +Kji =
Y Y Y

=0 (LeidePlateau) (eq.9)

1 T
®; =§j:;(P, —-P)wij = 2 Kijj Cjj =(6-ni)§ (TeoremadeGauss) (eq. 10)

Onde, K indica vértices; P a presséo interna asdaca curvatura de uma esfera
(Principio de Laplace)p indice de forma (convexo = instavel; concavo ae);n =
namero de lados¥ comprimento do arco de curvaturaj,qg, e k referem-se aos

vértices especificos, conforme figura abaixo.

Figura 44. Representacdo bidimensional de uma esjdeal, mostrando os vértices

Ki, Kik € Ky e 0s respectivos lados associados aos arcos \surar.
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4.3.2.6. Determinacédo da viscosidade das solugdessoativas

A viscosidade das solugdes tensoativas a concéotrale 0,25% foi
determinada em viscosimetro capilar do tipo Ostwaldemperatuta de 20 2 °C,
utilizando a equacéo abaixo. Os resultados forapressos pela meédia de trés

determinacdes.

77=t-k (eq. 12)

Onde,n é a viscosidade, em centipoidep tempo de escoamento do liquido, em
segundosk a constante de Ostwald no valor de 0,0212, ratacio aos parametros

de construcéo do aparelho.

4.3.2.7. Avaliacao da influéncia de eletrélitos sod o comportamento espumédgeno

das saponinas

Para a avaliacdo da influéncia de eletrdlitos iaoirgps sobre o comportamento
espumogeno das solugdes tensoativas, testes teferam perfil de drenagem, perfil
espumogeno, avaliacdo da estabilidade e resistéiacespuma foram realizados de
acordo com os experimentos citados anteriormensesdlucdes tensoativas foram
preparadas pela dissolucdo dos tensoativos simgétEe dos extratos vegetais
liofilizados, a concentragcdo de 10 CMC em agua meseente destilada ou nas
respectivas solucdes salinas.

A selecdo dos eletrélitos foi baseado na literat(BdNGARSKA, 1998;
KARAKASHEV e MANEV, 2001) e com a finalidade de &waa a influéncia dos ions
univalentes e divalentes, bem como a influénciditérentes cations e anions sobre o
comportamento espumogeno das solucdes.

Os eletrélitos inorganicos empregados foram o tdorde sodio (NacCl),
brometo de potassio (KBr), nitrato de potassio (KN©loreto de magnésio (Mg&le

fosfato de soédio dibasico (MPO,). As solucdes salinas foram preparadas pela
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dissolucédo dos respectivos sais em agua destidat@o a concentracdo de cada sal,
calculada com a finalidade de manter uma forcac&®i) de 0,024M (ANGARSKA,

1998), de acordo com a seguinte equacao:

| =1/2(x22¢) (eq. 13)

onde,l é a forcga idnica (0,024 MY, a valéncia do ion € a concentracdo molar

A forca ionica (I) de 0,024 M, as solugdes derélgbs correspondem as
seguintes concentragdes: NaCl (0,14026 %), KB28®5 %), KNQ (0,2426 %),
MgCl, (0,1626 %) e NaHPO, ( 0,2470 %).

4.3.2.8. Obtencéo do diametro efetivo das micelas daponinas.

O diametro efetivo das micelas dos tensoativosriaratidos por Espalhamento
de luz dindmica (ELD).

Para a realizacdo do experimento, foram preparsalagsdes aquosas de EXL,
Fr. 7090, laurilsulfato de sodio e de polissorl®#@ca concentracdo de 10 vezes a sua
concentracdo micelar critica (CMC). Os parametarar analisados em amostras
sem eletrdlitos e com a presenca de eletrélitossohscOes contendo eletrolitos foram
preparadas nas concentracdes descritas no itebnd2ge capitulo.

As amostras foram previamente submetidas a umepsoc de filtracédo
esterilizante através de membrana Millifo(8,45um) diretamente dentro de células
Oticas com caracteristicas especificas de empregmuipamento. As medidas foram
realizadas em triplicata, a 21400,1 °C, mantida constante através de um termostato
acoplado ao aparelho.

A funcao obtida a partir das flutuacdes de luabsa tempo, esta relacionada

a uma integral de Laplace de acordo com a segequacao:
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g,(t) = [WI)exp(It)ydl | (eqiq

onde,t € o tempo.

w(I') = funcao de distribuicdo das taxas de relaxacdo

A funcédo realmente medida esta relacionada a equegina atraves da relacéo

de Siegert:

gz(t) = B[(l-l— ,B(gl(t)z)) (eq. 1

onde,B é a linha de base da funcéo de correlagfla eonstante Gtica

Relacionando-sd” com o angulo(d), pode-se determinar o coeficiente de

difusdo translaciondD+) das particulas em solucdo conforme a seguinteéqua

D =— (eq. 16)

O vetor de espalhamentp representado pela seguinte equacdo, pode ser

relacionado as dimens6es do objeto observado.

q= (@jse{gj (eq. 17)
A, 2

onde,x = n, (indice de refracdo do solvente)

Extrapolando-s®+ para o angulod) e concentracaa) zero, obtém-se o valor

do coeficiente de difuséo a diluicéo infinifa,), atraveés da sequinte equacao:
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DC = D0 (1—|— KDC) (eq. 18)

Onde,D. é o coeficiente de difusdo a angulo zekKy® coeficiente de difusédo virial

O coeficiente de difusdo virial relacionado a terapea () e a viscosidade
(7o) do solvente, permite o calculo do didametro hidrachico O;) das espécies em

solucdo, através da utilizacdo da relacdo de SteEkestein:

KT

D =~ |
"7 3 (T)d (€9.19)

onde K é a constante de Boltzmanm @ viscosidade na temperatura absolu(K) .

O diametrad, representa um equivalente esférico de diametrodiimico.

O indice de polidisperséo (variancia da distriboidas coeficientes de difuséo,

dividido pelo quadrado da média), foi calculadaamstguinte equacao:

—2 — \2
Polidispesdo= (DT 2) _T 23)T) (eq. 20)

Se a amostra for monodispersa, a polidispessébigual ou menor a 0,02.

4.3.2.9. Determinacédo do potencial zeta das solug@#e saponinas

A determinagdo do potencial zeta foi realizadaaparFr. 7090. As amostras

foram preparadas pela dissolucdo da fracdo a ctvacén de 10 CMC em agua
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destilada ou nas respectivas solucdes salinas. pmsaradas, as amostras foram
acondicionadas em vidros ambar, hermeticamenteadlesh e conservados sob
refrigeracao.

A amostra a ser analisada foi colocada em umatzud®evidro e submetida a
leitura direta no equipamento, sendo potencial detarminado pela média de 5

leituras.

4.4.RESULTADOS E DISCUSSAO

4.4.1. Determinacdo da tensdo superficial e conceatdo micelar critica (CMC)

das solucbes tensoativas.

As isotermas de tensao superficial em funcdo daarimgo natural da
concentracdo das solucdes tensoativas de lauailsude sodio (LSS), polissorbato 80
(Poli. 80), extrato bruto (EXL), fracdo 7090 (FOD) e extrato P6 estao contidas nas
Figuras 45, 46, 47, 48 e 49, respectivamente.
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Figura 45. Isoterma de abaixamento da tensaafatigedo LSS a 20C.
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Figura 46. Isoterma de abaixamento da tenséo scipedo Poli. 80 a 20C com a

sistematica de calculo da CMC.
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Figura 47. Isoterma de abaixamento da tessgerficial do EXL a 26C
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Figura 48. Isoterma de abaixamento da tengderficial da Fr.7090 a 2.
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Figura 49. Isoterma de abaixamento da tensdofazipedo extrato P6 a 2TC.

Os valores dos parametros da regressao lineaylaads a partir da porcéo
linear descendente das isotermas de tensao sugletfxs solucdes tensoativas estao
apresentados na Tabela 9.
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Tabela 9. Parametros da regressao linear dasnsagate tenséo superficial das

solucdes tensoativas.

Parametros LSS Poli. 80 EXL Fr. 7090 P6
R* 0,9800 0,9890 0,9903 0,9850 0,9966
Erro padréo 2,4555 1,2188 0,8265 1,1816 0,4562
Coeficiente
angular 7,2380 4,6538 4,8985 4,2993 4,0049
(mNmi‘mol™)
Coeficiente
linear 58,5024 31,4498 43,5060 42,2612 49,0524
(mN m™)
Equacgdo da| Y =58,502 - | Y =31,449 - [ Y =43,506-| Y =42,261-| Y =49,052 -
reta 7,2380InC |4,6538InC |4,8985InC 4,2993InC | 4,00491InC

O resultado dos valores da CMC, concentracdo dese®d) e de superficie
molecular (A) das solucdes tensoativas de LSS,8lEXL, Fr.7090 e extrato P6

estao apresentadas na Tabela 10.

Tabela 10. Valores da CMC, concentracdo de exdgdse de superficie molecular

(A) das solucdes tensoativas.

Solucao CMC Y cmc r A
tensoativa (mM) (mN m™) (mmol m?) (A%
LSS 8,58 37,0 2,87 57,87
Poli 80 0,60 44,0 1,84 90,27
EXL ~ 0,11 55,6 1,94 85,62
Fr.7090" 0,15 52,8 1,70 97,71
P6 0,20 52,5 1,58 105,1

(**) valores correspondentes a concentracdo ne{pressa como matessaponina-1
(M: 996,45)

Pelos resultados dos valores da CMC, concentraga@xdessoI() e de
superficie molecular (A), observou-se nitidas éifigas quanto as caracteristicas

superficiais das saponinas em relacédo ao LSS 83@o0li
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As diferencas expressam o comportamento superfieiaholéculas tensoativas,
as quais estdo associadas as suas caracteristicgsrais, principalmente quanto as
suas propriedades hidrofilicas e hidrofobicas (FEQRE, 2003).

Neste sentido, pelo carater hidrofébico das aglisotas saponinas dos frutos
de I. paraguariensis pdde-se constatar para o EXL, Fr.7090 e extr&ob&ixos
valores de CMC. Do mesmo modo, o Poli. 80 em furd@matureza do seu grupo
apolar (64 atomos de carbono) apresentou, tamb&mus baixo valor de CMC. De
modo geral, uma CMC reduzida indica que o afastéonéa porcdo hidrofébica do
tensoativo da fase aquosa constitui o fator donbnam que confere aos compostos
uma elevada atividade superficial. Por outro lagoanto maior a hidrofilia da
molécula, maior serd os valores de CMC, uma vez agudorcas que se opbe a
agregacao sdo mais significativas (STANLEY, 20@gste modo, devido o carater
iGnico do grupo polar do LSS, este apresentou urmarmalor de CMC, cuja presenca
das forcas de repulsdo entre 0s seus grupos pofamaovem o envolvimento de
trabalho elétrico na formacéo das micelas (FLORENZDB3).

O excesso de superfici€)(representa fisicamente, a quantidade de saturacdo
de tensoativo na regido superficial. Deste modajeasidade de superficie esta
diretamente relacionada a area superficial ocupatiagrupo polar do tensoativo bem
como ao arranjo molecular na interface (PANDE&tYal, 2003; TANet al, 2005).
Assim, quanto menor a area superficial ocupadagrelpo polar do tensoativo, maior
sera a densidade ou excesso de superficie e, ¢mmgemente, maior sera o
abaixamento da tenséo superficial (FLORENCE, 2003).

De acordo com a literatura, a area superficial adappelo grupo polar da
molécula de LSS na superficie ar/agua € de 51,PANDEY, et. al, 2003). Este
resultado estd de acordo com o encontrado a p#oirdados experimentais de
abaixamento da tens&o superficial para a area 8ef6dcupada pelo grupo polar de
LSS na superficie arfdgua. Pela comparacdo careas superficiais ocupadas pelos
grupos polares das saponinas e do Poli. 80, veudse que o LSS ocupa a menor area
superficial, o que resultou, em uma maior densidagherficial. Tendo em vista, que
a tensdo superficial esta relacionada ao numerandiéculas do tensoativo por
unidade de area adsorvida na interface ar/aguaRMI@ DUNGAN, 1997; PANDEY
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et al, 2003), a solucdo de LSS, foi, neste caso, a quesentou um maior

abaixamento da tenséo superficial.

Os produtos purificados (Fr. 7090 e P6) apresemtaraa CMC semelhante ao
extrato bruto liofilizado, como também, valores itanes da tensdo superficial na
CMC, de excesso de superficie e da area superficighada pelo grupo polar na
interface solucéo-ar. Para o EXL e produtos pwaifas pelo fato de se tratarem de
misturas de saponinas a sua concentracdo molar, €EME&mais parametros fisico-
qguimicos foram expressos em termos de matessapbnissim, para o EXL, o valor
de CMC foi de 0,11 mM, ou seja, 125 mg, lvalor muito préximo ao encontrado para
uma sapoalbina, uma mistura de saponinas tritergaé€mierivadas do acido oleandlico
extraida das raizes daypsophila struthiumcujo valor de CMC relatado foi de 123
mg L' (VOCHTEN et al, 1967). No entanto, o valor da CMC encontrado para
extrato P6 foi levemente superior ao encontrada paEXL e Fr. 7090. Este fato,
pode ser atribuido, a presenca no extrato P6 demaua porcentagem de saponinas
mais polares comparado a Fr. 7090, cujo predoménide saponinas de menor

polaridade.

Em comparacdo com o LSS e o Poli. 80, as sapomipgssentam-se como
substancias anfifilicas de elevada atividade sigwaf Isso explica, os resultados
obtidos em relacdo ao rapido abaixamento iniciatessédo superficial, mesmo em

baixa concentracéo, e o seu baixo valor de CMC.

Pelos resultados obtidos, observou-se, também, ogugrupos polares das
saponinas ocupam uma maior area superficial enta@laos grupos polares das
moléculas de LSS e do Poli. 80, o que resultou Bxa menor densidade superficial,
levando as solu¢cBes de saponinas a apresentaremenor abaixamento da tensao
superficial na CMC em relacdo aos tensoativos t&gin® A area superficial média
encontrada para as saponinas dos frutdedearaguariensisle 85,6 A, assemelha-
se ao valor de 83%Arelatado para as saponinas da quilaia, porém dséma do valor
de 45,2 A estimado para alguns tensoativos n&o-idnicosospiGs Es) a 25°C. No
caso das saponinas da quilaia, este fato foi &tiGba presenca das varias moléculas

de acucares na sua porcao hidrofilica, o que expica razdo para o tamanho
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andmalo, ocupada por seus grupos polares na regficial (MITRA e DUNGAN,
1997).

Pode-se constatar que as saponinas dos frutosrawalellex paraguariensis
apresentam algumas caracteristicas superficiaisasipde tensoativos nao-idnicos,
sendo comparaveis, sob varios aspectos as progeede outras saponinas relatadas

na literatura.

4.4.2. Caracterizacao do perfil espumogeno das sajpoas dos frutos imaturos de

llex paraguariensis

4.4.2.1. Determinacgao do perfil de drenagem da espa das saponinas

Os perfis de drenagem das solucdes de saponinds EEX090 e extrato P6),
LSS e do Poli.80, na concentracdo de 10 vezes @M foram expressos através da
porcentagem do volume de liquido retido na espwh&$ ) em funcdo do tempo,
considerando como critério de medida o volume cativd de solucdo abaixo da

coluna de espuma.

O perfil de drenagem das solucbes do EXB, Fr.7QE5 e Poli. 80 na

concentracao de 10 CMC, esta apresentado na Ffura
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Figura 50. Perfil de drenagem das solucdes de EKEQ90, LSS e Poli. 80, na
concentracao de 10 CMC.

Pela avaliacdo grafica das curvas dos volumes deadem do liquido da
espuma em funcdo do tempo, observa-se que hougeerihs entre as solucdes
tensoativas analisadas. No tempo zero, as solu®esSS e Poli. 80 apresentaram
57,1% do volume inicial da solucéo retidos na espuenquanto o EXL e a Fr.7090
apresentaram, respectivamente, valores de 92,9, 2%6 O EXL e a Fr.7090
mostram, portanto, perfis de drenagem qualitativaensemelhantes. No entanto, apos
0s primeiros 5 minutos de avaliacdo, observou-se @pida drenagem nas espumas
das solugdes tensoativas, chegando a valores 8e%20 23,3 % para o EXL e
Fr.7090 e de 7,15 % e 10,5 % para o LSS e Pole8igdido retido na espuma (VLE
%), respectivamente. Apdés 5 minutos, houve umaéterid a estabilizacdo no
processo de drenagem destas solucdes. No entamntoap solucdes de saponinas, a
drenagem se processou mais lentamente e someradirade 30 minutos houve a
estabilizacdo do processo de drenagem, enquardocapasolucdes de LSS e Poli. 80

esta estabilizac&o ocorreu a partir de 5 minutos.

A drenagem da espuma comeca a cessar, quanddieneada pressao capilar
contrabalanca com a gravidade (BHAKTA e RUCKENSTEIN97). Assim, em 60
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minutos de avaliacdo, obteve-se volume de 12,01% 2% de liquido na espuma para
0 EXL e Fr.7090 e de 7,1% e 9,5% para o LSS e8®liespectivamente.

Pela avaliacdo do perfil de drenagem destas sdutémsoativas, pode-se
observar que as espumas das saponinas, tanto ma foruta como purificada,
apresentaram um menor volume de drenagem em fulgdi@mpo, demonstrado
através do maior percentual de volume de liquiddagena espuma (VLE %) em 60

minutos, em relagéo aos obtidos para o LSS e pRri.o30.

O fendbmeno de drenagem na espuma, além da infhuédes forcas da
gravidade e capilaridade, também € influénciadagpehracteristicas e propriedades
dos filmes interfaciais (NEETHLINGet al, 2005; COONSet al, 2005). Neste
sentido, o processo de drenagem esta diretamestciaso a propriedade de
viscosidade de cisalhamento superficial, que parvez, esta relacionado ao nivel de
interacdo entre as moléculas do tensoativo comua #dgARVEY et al, 2005).
Assim, quanto maior a ligacdo dos grupos polaregetmsoativos com as moléculas de
agua, maior sera a viscosidade de cisalhamentofmigle e consequentemente mais

lento se torna o processo de drenagem.

Tendo em vista, que 0s grupos polares das samorséda formados por
moléculas de acucares e, apresentando estasinter;do com as moléculas de agua,
isto Ihe confere uma elevada viscosidade interfd®#@CHTEN et al, 1967). Este
fato, explica o menor volume de drenagem da esplamasaponinas, comparado ao
LSS e o Poli. 80.

4.4.2.2. Determinacdo do grau de espumabilidade dagponinas

O grau de espumabilidade das solucBes tensoativaeterminado através do
volume maximo de espuma formado durante um tem@0Ddgundos, sob um fluxo
de de ar de 2 L mih

O grau de espumabilidade das solucbes de EXLO®0,7extrato P6, LSS, e

Poli.80 estao apresentados na Tabela 11.
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Tabela 11. Espumabilidade das solucfes de EXLZ,(R0, extrato P6, LSS, e Poli. 80,

na concentracao de 10 CMC.

EXL Fr. 7090 P6 LSS Poli. 80
Altura da
coluna de 14,5 16,7 16,3 17,2 14,5
espuma +2,0 +1,4 +0,28 +0,1 +0,6
(cm)

O grau de espumabilidade de uma solucéo tensaagxaresso pelo volume de
espuma formado sob condicbes experimentais codaslaestando diretamente
relacionado a vazéo de ar insuflado na colunaialmente foram testadas duas vazées
de ar, de 2 L/min e de 4 L/min, durante 20 segundtiszando como ponto de
referéncia a solucao de LSS e de EXL, verificarslowsa altura da coluna de espuma
de 34,0 cm e de 31,7 cm, respectivamente. Os aessltcomprovaram que quanto
maior o fluxo de ar, maior € a producéo de esplEn&retanto, no presente trabalho
optou-se por um menor fluxo de ar, o que levourtnégdo mais lenta da espuma,

porém, com uma menor polidispersdo em relacdondafertamanho das bolhas.

A partir dos resultados obtidos, empregando unofll ar de 2 L/min durante
20 segundos, pb6de-se observar diferencas quargoaaade espumabilidade entre as
solucdes avaliadas. A solucdo de LSS foi a quesapteu maior espumabilidade,
seguida pela Fr. 7090 e pelo extrato P6. As sokigiee EXL e de Poli. 80,

apresentaram uma espumabilidade em menor graungamelhantes entre si.

A maior espumabilidade produzida pelo LSS em relaggsaponinas e o Poli.
80, poderia ser atribuida ao maior abaixamentoedadb superficial pelo LSS. No
entanto, apesar do EXL e a Fr. 7090 apresentareEmresasemelhantes de abaixamento
da tensao superficial, ou seja, 55,6 mN/m e 52,8nmN respectivamente, estas
solucdes apresentaram diferentes graus de espudadbil como comprovado pelas
alturas das colunas de espuma de 14,5 cm e 16 /&spectivamente.

Embora os tensoativos normalmente usados na produlz@ espuma
influenciam significativamente a tenséo superfio@linterface ar-liquido, o efeito dos
tensoativos sobre a espuma nao pode ser explicagense pela diminuicdo na tensao
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superficial (HARVEY et al, 2005). Parte dos resultados se explicariam ar pho$
fatores que controlam a formacédo de um filme deémwés de tensoativo adsorvidas
na nova interface e da teoria do tempo de relaxagéelar (PATIST et al, 2002).

Estudos demonstram que as solucdes de LSS apmesemia estabilidade
micelar maxima em torno de 200 mM. Nesta conceatrafa uma distancia de
aproximadamente 40 A entre as superficies das asiesljacentes, o que produz uma
repulsdo de cargas e, consequentemente, a indagaouma rapida captacdo de
contra-ions para minimizar a repulsdo entre aslascadjacentes. Isto produz uma
consideravel estabilidade na estrutura micelaoe cpnseguinte, um longo tempo de
relaxacdo 1, = 5 segundos), cujo resultado final € de uma eapilitlade minima,
menor nimero de bolhas e valores maximos na adtd®l do filme isolado (PATIST,
et al, 2002). A CMC do LSS determinada experimentalméntie 8,3 mM, portanto,
a concentracdo de 200 mM corresponde a aproximadar2d vezes o seu valor de
CMC. Neste trabalho, a concentracdo da solucédoSf testada foi de 10 vezes o
valor da sua CMC, ou seja, uma concentracdo deN86De acordo com os dados da
literatura, o LSS nesta concentracéo apresentarigempo de relaxacéde,f em torno
de 0,01 segundos, estando, portanto, dentro da fdex concentracdo de alta
instabilidade micelar, o que, conseqientementelyaioa uma maior espumabilidade,
devido a alta difusdo de monémeros do tensoatixe ggnovas interfaces (PATIST
al.,, 2002). Experimentalmente, o0s resultados compaovaruma elevada

espumabilidade apresentada pelo LSS nesta cong@mtra

No caso de sistemas nao-ibnicos, as forcas elaticzst de repulsdo estdo
ausentes e, consequentemente, demonstram um mais tempo no processo de
relaxacao lento(t;) do que os sistemas idnicos. De acordo com ossdtdelados
disponiveis, o tempo de relaxacéag) (para as micelas de polissorbato 80 é de 8 a 10
segundos (PATISEt al, 2002). Pelos resultados obtidos neste trabakhephicoes
de Poli. 80 demonstraram uma espumabilidade sentelteo EXL, porém, menor
comparado as solucdes de LSS, Fr.7090 e o extf@to Bue pode ser atribuido ao
menor fluxo de mondmeros, caracterizando uma nestabilidade das micelas de

Poli. 80.
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Um estudo realizado com tensoativos nao-ionicos TN e colaboradores
(2005), demonstraram que os PPGs (polipropilengiglicde alto peso molecular
apresentam uma alta atividade superficial mas wmnta Idifusdo comparado aos de
baixo peso molecular. A lenta difusdo para asfetes ar-agua, pode explicar porque
estes PPGs produzem menos espuma ou uma espumss restavel dfeito

Marangon).

Durante da formacao da espuma, o fenbmeno da céatda é um dos fatores
gue pode comprometer o grau de espumabilidade dastema. Assim, o rompimento
de bolhas durante a subida destas para a formag&spdma pode ser ocasionado pela
ruptura dos filmes ou pela difusdo do gas entréasas (HILGENFELDTet al,
2001). Deste modo, serdo as caracteristicas dossfilnterfaciais que exercerdo uma

importante influéncia na manutencéao das bolhaspanea.

De acordo com os resultados, observou-se que dastfucao de LSS quanto as
solucBes de saponinas purificadas apresentaranaioses indices de espumabilidade.
Este fato, vem ao encontro das caracteristicasrfiigis de viscoelasticidade
apresentadas tanto pelas camadas adsorvidas dgHAB/EY et al, 2005) como
pelas saponinas (VARDAR-SUKAN, 1998), uma vez ge& e@ropriedade, € a que
controla principalmente o processo de ruptura dioe$ interfaciais (HARVEYet al,
2005).

Cabe salientar, portanto, a influéncia positiva paxessos de purificacdo do
EXL, os quais promoveram produtos com melhorescésdide espuma e com uma

melhor reprodutibilidade do que o EXL.

Devido a similaridade quanto ao comportamento eégemo entre o extrato P6
e a Fr.7090, optou-se por utilizar somente a F@07Para realizacdo das andlises

posteriores.

4.4.2.3. Avaliacao da estabilidade da espuma dagpsainas

4.4.2.3.1. Determinacado da altura da coluna de espa em funcao do tempo
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A estabilidade da espuma das solucdes tensoatvas/dliada em funcdo do

tempo de permanéncia da espuma e pela evoluca@adageristicas da espuma.

A estabilidade da espuma das saponinas (EXL e $3)7Q.SS e Poli.80,
avaliada através da altura da coluna de espumanempetiodo de 60 minutos, esta

apresentada na Figura 51.
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204 —@— Fr.7090
1 LSS
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Figura 51. Perfil de estabilidade da espuma dasc8es de EXL, Fr.7090, LSS e
Poli.80 (10 CMC) em 60 minutos.

Pela analise grafica pode-se observar que a édtalgldas espumas produzidas
pelas solucdes de EXL e Fr. 7090 assemelha-seegpdena de Poli. 80, sendo que, a
Fr. 7090 produziu uma espuma de maior estabiliqagdeo EXL e o Poli. 80.

A espuma produzida pelo LSS apresentou uma marongme€ncia da espuma
em funcéo do tempo, observado através de uma rdanowicéo da altura da coluna
de espuma em 60 minutos, em relacdo as espumaatasnas e do Poli.80.

Sabe-se que a manutencdo dos novos filmes inm@daamiiginados durante a
formacdo da espuma depende das suas propriedadesdiais, as quais sao as
responsaveis pela maior ou menor permanéncia damasgm funcdo do tempo

(TCHOUKOQV et al, 2004).
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Uma vez que as propriedades de dilatacao intelfe@mrolam principalmente
0 processo de ruptura dos filmes liquidos e inftiean diretamente no tempo de vida
das espumas (HARVEt al, 2005), as caracteristicas viscoelasticas dose$ilm
interfacias formadas por LSS, poderiam explicaraaomestabilidade da sua espuma
em relacdo as saponinas e Poli. 80.

A viscoelasticidade dos filmes superficiais dasosapas estaria vinculada
também a estabilidade das suas espumas, como @oOderdicar pela maior
estabilidade da espuma do produto purificado (BOy@m relacdo a do EXL.

Estudos demonstram que tensoativos contendo gpglases mais hidratados
formam filmes mais estaveis, devido a sua alta dexdifusdo na interface ar-agua, ou
devido ao alto grau de ligacdo dentro das camada&gda na interface, as quais
reduzem a taxa de drenagem (TANal, 2005).

A estabilidade da espuma das saponinas (EXL e $3)7QSS e Poli.80 na
concentracdo de 10 CMC, avaliada através da aftaraoluna de espuma em um

periodo de 480 minutos, esta apresentada na Fgura

20
1 —m— EXL
18 — e Fr.7090
16\ LSS
\ —v— Poli.80

14—\
12 - ¥
- \
10 \
4 L) \\
\
\
N\
[ J

ACE (cm)
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Figura 52. Perfil da estabilidade da espuma do EXL7090, LSS e Poli. 80 na

concentracao de 10 CMC em 480 minutos.
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Pela analise dos resultado, observou-se que d geréistabilidade da solucdes
de saponinas (EXL e Fr. 700) sdo semelhantes, posémspuma da Fr. 7090
apresentou uma estabilidade um pouco superioruaresgo EXL.

Comparando os perfis de estabilidade das espunsapoainas em relacado aos
perfis das espumas do LSS e Poli. 80, verificaugeagdecaimento da altura da coluna
de espuma do EXL e da Fr. 7090 ocorreu de uma fonereos brusca em relacéo ao
LSS. Isto é, as espumas de saponinas, a partir terds, apresentaram uma
diminuicdo lenta da altura da espuma, tendendo a estabilizacdo apds 8 horas de
analise. Em comparacdo a espuma de LSS, esta @presagma diminuicdo mais
acentuada e sem tendéncia a estabilizacdo derdr® Haras. A espuma de Poli. 80,
porém, apresentou uma gqueda menos brusca que ore83)ao apresentou tendéncia
a estabilizacdo da queda da altura da espuma, cooreu com as espumas das

saponinas.
Com a finalidade de acompanhar a evolucdo dosmastespumaogenos atraves
das modificacBes das caracteristicas da espumarar@d do tempo, foi realizado um

registro fotografico em determinados intervalo$emepo.

A visualizacdo fotografica da espuma das soluc@&XL, Fr.7090, LSS e

Poli. 80 na coluna de vidro, estdo apresentadaBigasas 53, 54 e 55.
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Fr.709(t, [

Figura 53. Carcteristicas da espuma do EXL e dad20 apds 7 horas.
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Figura 55. Caracteristicas da espuma do LSS ngmterero e apds 7 horas.

Pela avaliacdo das imagens, observaram-se diferesgiee as espumas dos

tensoativos sintéticos e das saponinas. As espdmasSS tornam-se com o tempo

128



cada vez mais transllcidas. Isto € ocasionadoqueistante processo de drenagem, o
gual promove o afinamento progressivo dos filmeterfaciais. No entanto, a
manutencao destes finos filmes interfacias € depdacipalmente, as propriedades
de elasticidade superficial destes filmes. De awordm a literatura, os filmes
superficiais formados por moléculas de LSS, saooeigsticos (VARDAR-SUKAN,
1998; HARVEY et al, 2005). Esta elasticidade pdde ser comprovadalvsnte, a
partir da evolucao da forma e tamanho das bolh@&splama com o tempo. Apesar do
processo de drenagem na espuma de LSS ocorremaiz fioais rapida que na espuma
das saponinas, 0 que promoveu um rapido aumentdidaoetro das bolhas como
consequéncia da diminuicdo do espaco interfaciads@uma produzida pelo LSS
permaneceu estavel por um periodo de 300 segut@lossau colapso total.

A evolucao das espumas formadas pelo Poli. 80pptyo lado, mostrou um
fendmeno de coalescéncia em grau muito maior quespamas de LSS e das
saponinas. Este fenbmeno é descrito para filmexfaciais menos estaveis, que
colapsam mais rapidamente com o tempo. Assim, wmta €oalescéncia causa uma
pronunciada aceleracdo da drenagem e tempos demad@res para a espuma
(HILGENFELDT et al, 2001).

As saponinas, no entanto, apresentaram um compartamespumdgeno
diferenciado. A evolucéo da espuma ocorre semsepga marcante da coalescéncia e
sem um aumento significativo do diametro das bolmagntendo-se praticamente,
inalterado com o tempo. O que ocorre, € o rompimeet algumas bolhas, as quais
produzem halos no interior da espuma. Este comperito sugere um filme
interfacial de menor elasticidade, comparado ao&3e. No entanto, uma espuma
residual de 3 a 4 cm produzida pelas saponinapa& ae permanecer por um periodo
maior que 24 horas, sem alteracdo na altura daltiqua base da coluna, sugerindo
gue os filmes formados pelas moléculas de saponapgesentam uma maior
viscosidade de cisalhamento superficial que oseBiformados pelas moléculas de
LSS ou Poli. 80.
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4.4.3. Avaliacdo do efeito de eletrélitos no perfédspumdgeno das saponinas

4.4.3.1.Determinacdo do pH das soluc6es de eletrdlitos a¢a idbnica de 0,024 M.

Os valores do pH das solucdes de eletrdlitos (0,024M) estdo apresentados na
Tabela 12.

Tabela 12. Valores do pH das solucdes de eletsd@itimrca ibnica de 0,024 M

Solucao
N NacCl KBr KNO ;3 MgCl, Na,HPO,
Eletrdlito

oH (X +s)| 7:29%0,02| 7,44:001| 7,10£0,0| 653%0,14 1055+0,0

Os resultados mostram valores proximos da neutiddidexceto no caso da
solucédo de fosfato de sodio dibasico, a qual apteseum pH alcalino, devido a
necessidade da adicdo de NaOH para o ajuste dia gidlucdo para a manutencao da
forca idbnica em 0,024 M.

4.4.3.2.Determinacéo do pH das solugfes tensoativas na peegsa de eletrolitos
Os valores do pH das solucdes tensoativas de EXIQ%0, LSS e Poli. 80 a

10 CMC na presenca de eletrélitos, com forca &nie 0,024 Mestédo apresentados
na Tabela 13.
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Tabela 13. Valores do pH das solucdes tensoatvgsasenca de eletrdlitos a

concentracao de 10 CMC.

Eletrolitos PH ((2;(2 Jf g)oc)
(0,024 M. ExL Fr7000 | LSS Poli. 80
Sem eletrélito| 6,28 +0,049 | 6,20+0,13d 7,61+ 0,052 | 7,55 + 0,080

NaCl 632007 | 637+0,020 7,360,025 &83063
KBr 6,680,036 | 68L+001 7,79%0017 7,16 %B,0
KNO, 6,010,049 | 6,70+0,060 7,32+0,005 7,230,073
MgCl, 597+0,080 | 628+0,05 6094+0,145 655400
NaHPO, | 9,000,005 | 9,170,072 10,53+0,02 8,83 40,0

Pelos valores do pH das solu¢des tensoativas gameeletrolitos, nota-se que
apresentam valores préximos de pH, dentro de unsanenéaixa.

Teoricamente, as solucdes tensoativas de origemrahaé sintética nas
concentracOes utilizadas neste experimento, naeridev afetar o pH das solugdes.
Considerando as solucdes de eletrélitos derivadaidlos fortes e bases fortes, o pH
esperado é proximo da neutralidade e sem efeitpdanconsideravel. No caso da
solucdo de fosfato dibasico de sdédio, pela suarjrdptureza tamponante, seria
esperada a invariabilidade no pH. Contudo, os daslentos do pH para a regiao
alcalina, observados para as soluctes de LSS8®0EXL e Fr.7090 mostram que a
capacidade tamponante da solucdo de fosfato dibdtec sodio a 0,024 M foi
ultrapassada ou o grau de dissociacado alteradmndega natureza da solucéo

tensoativa.

4.4.3.3. Avaliacao do efeito de eletrdlitos sobredienagem e espumabilidade das

solucdes de saponinas

131



4.4.3.3.1. Avaliacdo do efeito de eletrdlitos sobre perfil de drenagem das

espumas das saponinas

O efeito da adicdo de eletrolitos sobre os peddigsidenagem das solucdes do
EXL, Fr.7090, Poli.80 e LSS, avaliado através dinwe de liquido retido na espuma

em funcao do temp@/LE , e VLE;), estdo apresentados nas Tabelas 14.

TABELA 14. Efeito dos eletrélitos sobre a drenageas solucdes de EXL, Fr.7090,
LSS e Poli.80 na concentracdo de 10 CMC e forgecadde 0,024 M, no tempo
inicial (VLE;,) e apds 60 minutos (VLfz).

Parametros| eletrdlitos EXL Fr.7090 LSS Poli. 80
Sem 92,9+ 0,21| 96,2 0,13 | 57,1 0,56 | 57,1 0,07
eletrdlito ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’ ’

VLE, | Nacl 100,0+0,0| 95,2+0,0 | 63,3 0,05| 57,1+ 0,14

(%) KBr 81,0+ 0,14| 100,0+ 0,0 | 76,2+ 0,17 | 61,9t 0,56

(oxz | KNOs 95,2+ 0,14 | 97,6:0,07 | 54,8:0,21| 66,7£0,49

.S | MgCl 64,3+ 0,07 | 83,3:0,07| 52,4:0,14| 54,3+ 0,14

Na,;HPO. | 833+0,07| 90,5:0,28| 95,2t 0,07 | 54,8t 0,56

Z‘Z't'?émo 12,0+ 0,07 | 15,2 0,08| 7,1+0,07 | 9,5 0,04

NaCl 95+0,0 | 4,800 | 6,2£0,04 | 7,1+1,42

VLEun | KBr 95+0,0 | 9,500 | 3,3:0,05 | 9,5:0,07
(%)

KNO3 95+0,0 | 4,8+00 | 4,800 | 7,1+0,03

(OX+ | MgCl, 4,8+00 | 4,8£00 | 6,2£0,03 | 9,0£0,07

NaHPO, | 24+00 | 24t00 | 12,0000 | 620,05

Pela analise dos resultados, pode-se concluir gaspama produzida pelas
solucBes de saponinas (EXL e Fr. 7090), sem a @diedeletrélitos apresentou uma
maior porcentagem de liquido retido no tempo za&rbEG, %) em relacdo aos
tensoativos sintéticos. A adicdo de eletrélitossakicdes tensoativas, no entanto,

influenciou de maneira tanto positiva como negatieate o VLE, (%) nas espumas
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de saponinas, em relacdo as espumas do LSS e8BoliEsta influéncia sobre as
espumas de saponinas, péde ser melhor constatasi&@minutos, através dos baixos
valores de VLE;4(%), 0 que significa que a adicdo de eletrdlitosnmveu uma

aceleracéo do processo de drenagem nas espumsapdasas sendo em maior grau

nas espumas da Fr. 7090.

O efeito dos eletrélitos sobre o perfil de drenagkamsolugcdo da Fr.7090 na
concentracdo de 10 CMC, expresso através do votleniéguido retido na espuma

(VLE%) , esté apresentado na Figura 56.

110+

100+ —®— Fr7090
1 —®— Fr7090/NaCl

90 Fr7090/KBr

804 \ —v— Fr7090/KNO3
\
+

Fr7090/MgCI2
70 —+— Fr7090/Na2HPO4

60
50 1

VLE (%)

404 9,
30
20

10

Tempo (minutos)

Figura 56. Perfil de drenagem da espuma da Fr. 1@90CMC) sob a
influéncia de eletrélitod (= 0,024M).

Nos primeiros cinco minutos de avaliacdo, pdde cegrstatada uma nitida
diferenca entre os perfis de drenagem das espilinas. os eletrélitos adicionados, 0s
gue promoveram um maior efeito na aceleracdo doepsp de drenagem da espuma
foram: NaHPQO, > MgClL > NaCl > KNG; > KBr. Este perfil de drenagem foi
semelhante para as espumas do EXL.

Tendo em vista que, das propriedades superficiags fililmes interfaciais, a

propriedade de viscosidade de cisalhamento sujgdric a que esta diretamente
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relacionada ao processo de drenagem, entende-sie o®do, que a adicdo de
eletrolitos as solugcbes de saponinas tenha ingofediretamente sobre esta
propriedade interfacial. Assim, o mecanismo prolapelo qual ocorreu a

desestabilizacdo das espumas de saponinas na garedeneletrélitos, se deva a
desidratacdo dos seus grupos polares na regidtaow, gerando com isso, uma mais

rapida drenagem na espuma destas solucdes.
4.4.3.3.2. Avaliacao do efeito de eletrdlitos sobeeespumabilidade das saponinas

O efeito do eletrdlitosl (= 0,024 M) sobre a espumabilidade das solucées de
EXL, Fr.7090, LSS e Poli. 80 na concentracdo dE€MT, expresso através da altura

da coluna de espuma no tempo z&GE,,), estdo apresentados na Tabela 15.

Tabela 15. Efeito da adicdo de eletrdlitbs- (0,024 M), sobre a espumabilidade das
solugdes de EXL, Fr. 7090, LSS e Poli. 80 na comagéao de 10 CMC.

ACE, (cm)
Eletrélitos ( Xt5s)

(0,024 M) EXL Fr.7090 LSS Poli. 80
Sem eletrélito | 14,5+ 2,03 16,7 1,16 17,2+ 0,14 14,5 0,83
NaCl 16,5+ 0,56 16,6+ 0,35 14,9+ 0,70 15,0 1,60
KBr 15,7+ 1,41 16,9 0,21 16,7 0,45 15,6+ 0,63
KNO; 16,4+ 1,27 16,7 0,98 15,6+ 0,62 16,8+ 0,70
MgCl, 14,0+ 0,42 14,2+ 0,70 15,1+ 2,05 15,0+ 2,61
Na,HPO, 15,0+ 0,42 15,2+ 0,77 17,0t 0,07 16,1+ 0,07

No que refere a espumabilidade das solu¢des d&dB6, expresso pela altura
da coluna de espuma no tempo zZ&CGE,,), verificou-se que a adicdo de cloreto de
sédio, brometo de potassio e nitrato de potassm influenciou a producdo de
espuma, sendo esta semelhante a solu¢do semiwgiréhquanto que a adicdo de

cloreto de magnésio e fosfato dibasico de sodajyxiu menor formacao de espuma.
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Com relacdo ao EXL, pela analise do desvio padaasolucdo sem eletrélitos,
constatou-se que a adicdo de eletrélitos a solug@m influenciou o grau de
espumabilidade do EXL.

A adicdo de eletrdlitos a solucdo de LSS, sende est tensoativo ibnico,
levou em geral a uma menor producéo de espuma.

A presenca de eletrélitos pode ter ocasionado, oramr estabilidade das
micelas de LSS, o que produziu uma menor espurdalléi no tempo zero que a
solucéo de LSS sem eletrdlito.

A presenca de eletrolitos nas solucées de Polin&0,produziu alteracdes no
grau de espumabilidade na solucdo. Sendo o PalimdOensoativo nao-idnico, a
presenca de ions na concentracdo empregada expiimente, ndo exerceria
influéncia significativa (SCHICK, 1997; HUNTER, 220

4.4.3.4. O efeito dos eletrolitos sobre a estabiide da espuma das saponinas
O efeito da adicdo de eletrélitos sobre a estanibddas espumas de EXL,
Fr.7090, LSS e Poli. 80, expresso através da allaraoluna de espuma em 60

minutos, esta apresentado na Tabela 16.

Tabela 16. Efeito da adicdo de eletrdlitbs=(0,024 M), sobre a estabilidade das
espumas do EXL, Fr. 7090, LSS e Poli. 80 a 10 CM@mute 60 minutos.

ACE_tlh (cm)
Eletrdlitos ( Xxs)

(0.024 M EXL Fr.7090 LSS Poli. 80
Sem eletradlito 9,5+1,10 11,5+ 0,45 15,0t 0,77 11,8+ 0,77
NacCl 5,7+ 2,47 3,0:0,0 10,4+ 0,45 12,0t 1,42
KBr 2,81£0,21 2,7+ 0,35 9,3+ 1,85 12,6+ 1,34
KNO; 2,1+ 0,07 1,3t 0,21 11,4 1,82 13,0t 1,06
MgCl, 0,4+ 0,0 0,7£ 0,14 12,0t 1,55 11,4 2,38
Na,HPO, 0,2+ 0,07 0,62t 0,01 13,74 0,35 12,1+ 0,03

135



Observou-se pelos resultados, uma influénciathegdos eletrdlitos sobre a
estabilidade das espumas produzidas pelas sapohimeando em 60 minutos uma
destruicdo quase completa do sistema espumoégetmopara o EXL como para a Fr.
7090. Quanto ao LSS, a presenca de eletrdlitoolagdes também promoveu uma
diminuicdo na estabilidade das espumas, porém, esmomm intensidade em
comparacdo as saponinas. A adicdo de eletrélitosoag:6es de Poli. 80, nédo

influenciou a estabilidade das espumas.

A adicdo de eletrélitos nas solucbes de EXL e BO7Promoveu um efeito
desestabilizador na espuma, o que indica que ag@ites entre as moléculas do

tensoativo e os ions alteraram as propriedade8lohes interfaciais.

Neste sentido, devido a capacidade de dessolvatlgimns, este fato sugere
gue o mecanismo pelo qual ocorreu a desestabitizdgd espumas de saponinas se
deva, principalmente a desidratacdo dos seus gpgiases nas interfaces ar-liquido.
Este fato, foi demonstrado através da maior dimawida altura da coluna de espuma

em funcado do tempo, das espumas da Fr. 7090 caliggoade eletrolitos.

Em relacdo ao LSS, o fato de ser um tensoativonamp a adsor¢cdo deste
aumenta a estabilidade cinética da espuma pelordarda repulséo eletrostatica entre
as interfaces ar-agua, retardando o afinamentdimde {PANDEY et al, 2003). A
drenagem dos finos filmes liquidos de tensoative8récos na presenca de eletrolitos
inorganicos, inicialmente ocorre rapidamente e enli@ntamente atingem uma
espessura de equilibrio (MATSUMOTéD al, 1978).

A avaliacdo da espessura do filme em funcéo dodetepuma solucéo de LSS
a concentracdo de 301 na presenca de 4 x 1M de NaCl, foi avaliado por WANG e
YOON, (2006). Os resultados demonstraram que cadigdo de sal, a espessura
diminuiu de 175 nm para em torno de 80 nm nos pravel0 segundos, mantendo-se

constante esta espessura durante o tempo de 4idssgia avaliacao.

Pelo exposto, as solu¢gdes de saponinas aproximam-perfil dos tensoativos
nao-ibnicos, uma vez que a influéncia dos elet®litcorreu principalmente a nivel do
grau de solvatacdo, tanto micelar como moleculatedetensoativos, e ndo por um

efeito eletrostatico de interacdo na dupla camadé#&ica, o0 que caracteriza o

136



mecanismo de estabilizacdo dos tensoativos i6n(i8GHICK, 1997; FLORENCE,
2003).

O efeito dos eletrdlitos sobre a estabilidade dacdo da Fr.7090 (10 CMC),
expresso através da altura da coluna de espumang@of do tempo, esta demonstrado

na Figura 57.

—M— Fr.7090 (10 CMC)
204 —@— Fr.7090/NaCl
] Fr.7090/KBr
—W— Fr.7090/KNO3
Fr.7090/MgCI2
—+— Fr.7090/Na2HPO4

Altura coluna de espuma (cm)

L — — — —4

T T T T T T T T T T T T "1
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65

Tempo (minutos)

Figura 57. Perfil de estabilidade da espuma d@80.710 CMC) sob a influéncia de

eletrélitos a forca ibnica de 0,024 M

Pela analise grafica, observou-se que a presengdettélitos a solucdo da
Fr.7090, influenciaram negativamente a estabilidd@esspuma, como demonstra a
altura da coluna de espuma em funcao do tempoe Bsteletrolitos testados, o cloreto
de magnésio e o fosfato de sodio dibasico aprasemtaum maior efeito
desestabilizador da espuma.

Considerando a intensa atividade espumoégena eahilelstde da espuma das
saponinas, VOCHTEN e colaboradores (1967) avaliaeanmfluéncia de alguns
cations e anions sobre a estabilidade da espumandesapoalbina, um glicosideo
triterpénico derivado do acido oleandlico extrafids raizes d&ypsophila struthium
L. Os resultados indicaram uma queda regular dabdidbde da espuma com o

aumento da concentracdo dos eletrélitos. Nesteasasecifico, o Kproduziu a menor
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gueda na estabilidade e, entre os anions avaliad¥€y, produziu a menor queda da
estabilidade, seguido pelo $@ ap6s pelo ClEstes resultados estdo de acordo, aos
encontrados quanto a estabilidade da Fr.7090 swoifluncia dos eletrdlitos. Em
relacdo aos cations, a estabilidade da espuma tardbéinuiu com o aumento da

valéncia.

4.4.3.5. Determinacédo do potencial zeta das solug@#a Fr.7090

Para melhor elucidar o efeito da adicdo de elaigdsobre o comportamento
espumaogeno da Fr. 7090 foram realizadas medidpstéacial zeta destas solucdes, e
comparado a solucdo sem eletrélitos.

Os valores do potencial zeta das solucbes da M. 7€@¢nhtendo diferentes

eletrélitos ( = 0,024 M), estdo apresentados na Tabela 17.

Tabela 17. Valores do potencial zeta das solu¢céebrd 7090 sob a influéncia de

eletrélitos na forca ibnica de 0,024 M.

Er 7090 Fr.7090/ | Fr.7090/ | Fr.7090/ | Fr.7090/ | Fr.7090/
' NacCl KBr KNO; MgCl, | Na;HPO,
Potencial -22,3 -3,07 -2,02 -23,56 -6,22 -34,8
zeta
(mV) +1,38 +1,38 + 0,66 +4,10 + 3,34 +7,73

Os resultados demonstraram, que a presenca de NI, e MgCl,
produziram um aumento do potencial zeta da soldgabr. 7090, enquanto a adi¢cao
de KNGO, ndo alterou o potencial, e a presenca dg¢iN@, produziu uma diminui¢ao
do potencial da solucdo. O KN@ considerado um eletrdlito inerte do ponto déavis
eletroquimico, ndo sendo esperado, portanto, ufigintia sobre o potencial zeta.

A estabilidade da espuma é grandemente determpedaressao de disjuncao
dos filmes liquidos entre as bolhas de ar em conta$sim, uma pressao positiva
estabiliza a espuma, enquanto uma pressao neghsestabiliza-a. Em geral uma
pressao positiva surge das forcas repulsivas déa digmada, enquanto a pressao

negativa se origina das forcas atrativas de vanWieals e possivelmente da forca
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hidrofébica. Deste modo, dependendo do equilibritree estas forcas, os filmes
interfaciais podem atingir uma espessura de egoililu uma espessura critica de
ruptura (WANG e YOON, 2006). Neste sentido, asragées de ordem eletrostatica,
sejam de repulsdo ou atragao entre os grupos palasesaponinas, influenciaram em

maior ou menor grau, porém, negativamente a estathd dos filmes interfaciais.

4.4.3.6. Avaliagao da resisténcia da espuma

Esta avaliacdo foi realizada de acordo com o éxeeto descrito no item
4.2.2.2, 0 qual se baseia na velocidade de quedande=sfera ao longo da coluna de
espuma.

Os resultados da resisténcia da espuma das solded&sponinas, bem como

das solucBes dos tensoativos sintéticos, estaeayeglas na Tabela 18.

Tabela 18. Velocidade de queda da esfera na esgasaolucdes de EXL, Fr.7090,
LSS e Poli.80 a 10 CMC e sob aforca ibnica de WD24

Velocidade de queda da esfera (cm/seg)

Eletrolitos (OX *5s)

(0,024 M) EXL Fr.7090 LSS P0Ii.80
Semeletrolito | 4,6+ 0,07 2,8£0,5 0,8+2,8 0,8+ 0,89
NaCl 2,1+15 11,5+ 1,01 0,7+ 3,2 1,14 1,45
KBr 4,4+2,8 15,8+ 0,07 1,06 1,3 1,1+ 2,40
KNO4 57+1,4 8,0t 1,4 0,9t 0,7 0,9t 0,44
MgCl. 15,8+ 0,8 42,5t 0,03 0,8 0,2 1,2+ 1,10
Na;HPO, 7,4+ 0,63 46,5+ 0,07 1,0£0,4 1,3+ 1,09

A resisténcia da espuma demonstrou que entre asdgsl tensoativas sem
eletrolitos, as espumas de LSS e Poli.80 apresentama menor velocidade de
gueda da esfera, ou seja, uma maior resisténagmana comparado as espumas de

saponinas.
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Na solucdo de LSS, observou-se que a presenceetiéliss influenciou de
modo geral, positivamente sobre a maior resistéhasafilmes quanto ao estiramento

localizado, ou seja, interferiu diretamente sobeéaaticidade superficial destes filmes.

Entre os eletrélitos adicionados a solucdo de L&NaHPO, foi o que
influenciou mais positivamente sobre a resistédom filmes. Este fato é devido, aos
atomos de hidrogénio destes acidos serem capazesnderem ligacdes hidrogénio
com 0s grupos sulfato (909 do LSS. Uma vez que uma molécula d¢’@, pode
realizar trés ligacdes hidrogénio, estas sdo capdaenterconectar os grupos polares
vizinhos das moléculas de LSS no filme interfaomalis estreitamente, o que leva a
um aumento da elasticidade superficial, viscosidadstabilidade cinética dos filmes
das espumas (ANGARSKAet al, 1998). Este efeito positivo do ME#PO, foi
demonstrado também, sobre os perfis de drenageeestdbilidade da espuma de
LSS.

A influéncia de contraions bivalente como o Hgneste caso, esta
correlacionado aos dois maiores efeitos da esdadi dos filmes de espuma. Primeiro
pelo aumento da elasticidade superficial e viseuddevido as coneccdes entre 0s
grupos polares vizinhos dos tensoativos produzédo Bl¢f* e segundo pelo aumento
da atracdo de correlacao idnica entre as superfilie filmes (ANGARSKAet al,
1998).

Quanto a presenca de eletrdlitos nas solucfesaives® de Poli. 80, ndo se
observou alteracao significativa na resisténci@sfaima. Este fato, vem ao encontro
da pequena influéncia dos eletrélitos sobre oselsuperficiais dos tensoativos nao-
iGnicos (SCHICK, 1987; HUNTER, 2002).

No entanto, o efeito de eletrélitos nas espumas Edd. e Fr.7090
influenciaram, de um modo geral, negativamentessténca da espuma, sendo nas

espumas da Fr. 7090 em maior intensidade.

Com a finalidade de melhor avaliar a resisténeaaegpuma, foi realizado o
experimento em uma maior concentracdo das solueds®ativas. A concentracao
empregada foi de 25 CMC.
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O resultado da resisténcia da espuma, expresaavpkeicidade de queda da
esfera nas espumas de EXL, Fr. 7090, LSS e Pod. BDCMC, estdo apresentadas na
Tabela 19.

Tabela 19. Velocidade de queda da esfera na esgasaolucdes de EXL, Fr.7090,
LSS e Poli.80 em 25 CMC.

Velocidade de queda da esfera (cm/seg)
(Xx59)
EXL Fr.7090 LSS Poli.80
Sem < 0,06% 0,0 < 0,06t 0,0 1,0+ 0,9 0,7+ 2,14
eletrolito

Pelos resultados, verificou-se que em 25 CMC asi¢c8eb de saponinas
apresentaram uma alta resisténcia da espuma, cemondtrado pela baixissima
velocidade de queda da esfera. Apés 24 horas,emaeainda permanecia sob uma
altura de 3 cm de espuma. No entanto, para astssluge LSS e Poli.80, ndo se
observou alteracgéo significativa da velocidad® peimento da concentracéo. Assim,
25 CMC representa para as solucdes de LSS e Pam@0concentracdo de 6,25% e
1,62%, contra 2,5% e 0,65% a 10 CMC, respectivaendtdra as solugdes de EXL e
Fr. 7090, 25 CMC representa uma concentracao &20,2ontra 0,1 % para 10 CMC,
respectivamente.

Deste modo, as espumas de LSS e Poli.80 ja apsesenta 10 CMC uma
capacidade de formar filmes superficiais suficir@ete estaveis capazes de
resistirem a perturbacdes e oscilacdes externagnkmto, a 25 CMC, a solucdo de
saponinas corresponde a uma concentracao 25 veres que a de LSS e 6,5 vezes a
de Poli. 80.

Tendo em vista a maior estabilidade das espumagatinas a 25 CMC, foi
realizado a avaliacdo do tempo de queda da esésta noncentracdo sob o efeito de
eletrélitos. Os resultados demonstraram que indbp#a do eletrdlito adicionado, o
tempo de queda de esfera ndo sofreu alteracéo ¢ipm de eletrélito, com tempos de

gueda superiores também a 5 horas.
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Neste sentido, 0 aumento da concentracdo de sasammnsolucao, possibilitou

uma maior tensoativo nas interfacesagua- (BHAKTA e

RUCKENSTEIN, 1997), interferindo, deste modo, direente sobre as propriedades

adsorcao de

de elasticidade e viscosidade dos filmes supesi¢igAN et al, 2005).

4.4.3.7. Determinacédo da viscosidade

Os resultados da viscosidade das solugdes de BEXEQBO, LSS e Poli. 80 na
concentracdo de 0,25% em viscosimetro capilar devdll estdo apresentados na
Tabela 20.

Tabela 20. Viscosidade das solugbes tensoativa®sda0em viscosimetro capilar de

Ostwald.

Agua LSS | Polis. 80| EXB P6 | Fr.7090

destilada| ( X+s) | ( X£s) | ( Xts) |( X£s)| ( X%5s)

Viscosidade 0,990 1,010 1,024 1,023 | 1,015 1,018
(Cp). 20°C | 1005 | +0,04 | 0,02 | +0,03 | £0,01| +0,02

Segundo a teoria, as caracteristicas de drenagenunth espuma Sao
influenciadas pela viscosidade superficial e doom@ARDAR-SUKAN, 1998).
Nesse sentido, a analise da viscosidade das selueStadas foi realizada com o
intuito de estabelecer uma relacédo entre os peefisirenagem destas solucdes. No
entanto, pelos resultados da andlise, pode-sevalbseriores muito proximos entre as
viscosidades das solucdes, ndo sendo possivehnpmrtestabelecer uma correlagcao
direta entre a viscosidade do meio aos diferentaaportamentos de drenagem

apresentados por estas espumas.

4.4.3.8. Avaliacdo da influéncia dos eletrolitos bee 0 tamanho das micelas das

saponinas.
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Com a finalidade de estabelecer uma relacdo estearacteristicas micelares,

guanto ao tamanho dos agregados moleculares eafesgmumdgenos das solucdes

tensoativas, como também pela presenca de eledldram realizadas medidas por

espalhamento de luz dinamico (ELD)

O tamanho dos diametros micelares obtidos por lespento de luz dindmico

(ELD), nas solucdes de EXL e da Fr.7090 e sob laén€ia de eletrdlitos, estdo

apresentados na Tabela 21.

Tabela 21. Tamanho micelar e parametros relacianaddLD para solugdes de EXL

e Fr. 7090 e na presenca de eletrolitos.

Sol. tensoativa (10 CMC)/

Parametros

eletrdlitos (0,024 M) ef[()ait?\;?)e(tr?r)n) Polidisperséao Cozfiifcijigg(t)e e
( X+5s) (X +5s) (OX *10° +
s)
Sem eletrolito | 168 4 + 11,34 0,3901 + 0,027 2,050 + 0,095
NaCl 126,2 £2,41 | 0,3137 0,08|O 2,352 + 0,193
=Xl KBr 178,4 + 3,45 | 0,3821 + o,oe|4 1,984 + 0,142
KNO; 171,3£4,12 | 0,2897 0,08|7 1,950 + 0,109
MgCl, 164,4 + 4,33 | 0,3456 =+ 0,03|4 2,229 + 0,108
Na,;HPO, 128,6 +2,51 | 0,2691 + 0,02|6 2,021 + 0,142
Sem eletrélito| 166,6 + 10,2 | 0,3307 0,03(4 2,213+ 0,01
Fr. 7090 NaCl 159,9 + 7,40 | 0,4267 * 0,06‘5 1,966 + 0,117
KBr 166,8 + 13,5 | 0,3729 0,03(5 1,995 + 0,251
KNO 109,0 + 3,05 | 0,4049 + 0,03(7 2,821 + 0,217
MgCl, 148,3+2,10 | 0,3567 0,08(5 2,323 £ 0,311
Na,HPO, 258,4 + 15,2 | 0,3700+0,157 1,398 + 0,221
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Para as analises por ELD das solucbes tensoatiwasutilizado uma
concentracao equivalente a dez vezes o valor da&CM@ (10 CMC), como uma

forma de padronizagéo.

O valor de 10 CMC foi determinado em funcao delster uma margem de
seguranca quanto a presenca de micelas, porém uifm etevado a ponto de haver

uma modificagéo estrutural das micelas, bem comonaior custo em produto.

Existem poucas referéncias na literatura sobre iasenddes e outras
caracteristicas das micelas das saponinas. MITRANMGAN (1997) analisaram por
ELD uma fracdo purificada de saponinas da quilaavérias origens comerciais
(Sigma®, Acros® e Penc8), e encontraram para as saponinas da FEnoma
distribuicdo ampla de tamanho de particula, desdelas nanométricas até micelas
com um tamanho médio na ordem de Q. A presenca destas ultimas, foi
relacionada a possivel presenca de componentesivaso dentro do material
comercial, 0s quais coexistiriam como grandes aglegjcom as saponinas da quilaia,
formando uma micela soluvel. O forte espalhamemsultante destes grandes
agregados, limitou a quantificagcdo exata do tamadhs micelas. Os autores
propuseram que estas impurezas teriam atividadepkrficie, uma vez que em outro
experimento, a adicdo de sais biliares, os quaimsidm micelas mistas com as
saponinas, possibilitou a formacéo de agregaddsrma de discos/bastdes. Acredita-
se gue os tensoativos dos sais biliares reduzampedimento estérico presente nas
micelas de saponinas nao mistas, permitindo a ffimale micelas mistas néo
esféricas. Por outro lado, a presenca de impursaasatividade superficial atuaria

reprimindo o crescimento da micela e a conseqliroteporacao de solutos.

As saponinas diex paraguariensisapresentaram um diametro micelar médio
em torno de 167,5 nm (EXB e Fr.7090) havendo uma feprodutibilidade nos
valores das medidas para todas as amostras aaaliseohforme evidenciam os
desvios padrbes e os indices de polidispersdo Q0e39,331) respectivos. Estes
ultimos foram claramente maiores do que os obsesvgira o Poli.80 (0,282) e
seriam, a principio, proéprios de misturas ou siatemolidispersos. Neste sentido, a

possibilidade da inclusdo de substancias insol(oais ou sem atividade superficial,
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resultaria em tamanhos de particulas com uma xadistribuicdo mais ampla, o que
nao foi observado.

Pelos resultados, pdode-se constatar que independamresenca de eletrdlitos,
as micelas de saponinas presentes tanto no EXL c@ambr. 7090 apresentaram
diametros micelares semelhantes. Assim, no EXLhagpeas solucdes contendo NaCl
e NgHPQ, o diametro das micelas foram significativamentenones. Quanto a
Fr.7090, a presenca de Kh@roduziu micelas com diametros significativamente
menores, enquanto que a presenca dg¢iR@, ao contrario do EXL, resultou em
micelas de diametro maior.

Estes resultados apresentam certa semelhanca comelaiados para as
saponinas da quilaia, para as quais foi observagoagvariacdo de NaCl no meio
agquoso parece nao afetar significativamente o thmaas micelas das saponinas
(MITRA e DUNGAN, 1997), como também para outrosstetivos baseado em
acucares, 0s quais demonstram uma grande tolendacizeletrolitos (COPPLOLAL.
al, 2002).

Alguns estudos revelam a formacdo de agregaddsvegteente grandes para
das saponinas dauillaja saponariaMolina, com um nimero de agregacdo em torno
de 33 a 65 moléculas por micela (MITRA E DUNGAN9I9SARNTHEIN-GRAF e
LA MESA, 2004). Os grupos polares destas saponsdas fortemente hidratados,
indicando aproximadamente 30 moléculas de aguamdade de saponina envolvidas
na hidratacdo. Também, a autodifusdo encontradeoiné ocorréncia de hidratacao
micelar significativa. Este comportamento ndo @msa se considerarmos o grande
namero de unidades de aclcar presente nestas masléblo entanto, os métodos
hidrodindmicos ndo permitem discriminar entre malgs ligadas firmemente e
moléculas de &gua presas geometricamente, ndo vilasl na hidratacdo
(SARNTHEIN-GRAF e LA MESA, 2004).

Com a finalidade de verificar se as dimensdes @amesldas saponinas estavam
relacionadas a concentracdo, o0 que poderia promavésrmacao de estruturas
supramicelares, o experimento com a FR.7090 foetiép empregando diferentes
valores de CMC. As concentracdes empregadas fosafaixa da CMC, 2 CMC, 10
CMC e 25 CMC.
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O resultado dos parametros micelares obtidos p® para a Fr. 7090 em
diferentes valores de CMC, estao apresentadosngara2.
Tabela 22. Valores do tamanho micelar e paramegéiasionados obtidos por ELD

para FR.7090 a diferentes valores de CMC.

Parametros (21,0t 0,1°C)
Solucéao tensoativa/ — —

concentracao D"'?‘me”o Polidisperséao Coef|_c|er~1te
efetivo (nm) (X %) de dlfzusao

( X +5) B (cm/s)
CMC 199,4 0,5653 1,7125E-08

+4,73 + 31,42% + 0,078
2 CMC 180,2 0,6263 1,6722E-08

Fr. 7090 + 2,05 + 24,43% + 0,28
10 CMC 160,5 0,4315 2,0222E-08

+2,22 +19,40% + 0,38
25 CMC 172,6 0,3389 2,215E-08

+ 0,84 + 0,03 + 0,01

Pela analise dos resultados, observou-se que oceti@rancontrado para as
micelas das saponinas na faixa de concentracaoMia € de 2 CMC, pode estar
associado ao maior grau de hidratacdo dos mononmerasterior da micela, em
relacdo as concentracdes de 10 e 25 CMC, uma wezocaumento da concentracao,
pode ter ocasionado uma maior compactacao dos nenémo interior da micela.

De acordo com a literatura, os dados disponivai€p® sobre o tamanho das
micelas, tanto dos tensoativos sintéticos como aasaponinas da quilaia, se referem
ao raio hidrodinamico (R e ndo ao diametro efetivo. Tendo em vista que @ar
determinacdo do (R requer uma analise diferenciada dos dados, a wf@l foi
realizada neste trabalho e a comparacéo entreamtanrmicelar das saponinasl|bx
paraguariensiom as saponinas da quilaia, ndo foi possivelesdizada.

Para efeito comparativo, foram realizadas anaisesamanho das micelas das
saponinas contidas na fracao 50 (Fr. 50). Estadragpresenta, dentro do processo de
purificacdo do extrato bruto desenvolvido por PAVED04), uma fracdo de maior

polaridade em relagao a Fr.7090.
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Os parametros micelares obtidos por medidas det&B a Fr.50 a 10 CMC,
estao apresentados na Tabela 23.
Tabela 23. Tamanho micelar e parametros relaciaabitddos por espalhamento de
luz dindmico para a Fr. 50 na concentracao de 1CCM

Parametros (21:60,1°C)

Sol.tensoativa Diametro efetivo Polidispers&o Coef_|C|e[1te de
(10 CMC) (nm) (X+s) difusdo
( X £5) . (cmls)
Fr. 50 218,5 0,1816 1,875E-08
+ 4,05 + 0,56 + 0,03

Pelos resultados constata-se que o diametro efddgomicelas da Fr. 50 foi
superior ao encontrado para as micelas do EXL 416&)), Fr. 7090 (166,6 nm),
como também da Fr 7090 a 2 CMC (182,9) e 10 CM@,5

Tendo em vista a Fr. 50 conter saponinas maisgm®lgme a Fr. 7090, e o fato
da polaridade das saponinas estar associada a ismmamero de unidades acglcar na
molécula (HOSTETTMANN E MARSTON, 1995), isto reafia 0 exposto acima,
guanto a influéncia do grau de hidratacdo dos gawysos polares, sobre o diametro
micelar.

Visando estabelecer compara¢cdes das saponinagrasmativos sintéticos, as

medidas do diametro das micelas de LSS e Pola&thém foram realizadas.

O tamanho das micelas de LSS e Poli. 80 na corgg@atirde 10 CMC e sob a
influéncia dos eletrélitod € 0,024M), estédo apresentadas na Tabela 24.
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Tabela 24. Tamanho micelar e parametros relaci@aaddLD para solugdes de LSS

e Poli. 80, e sob a influéncia de eletrolitos.

Parametros (21,0t 0,1°C)
Sol. tensoativa (10 CMC)/ Diametro Polidispersao Coeficiente de
eletrolitos (0,024 M) efe(t;("i g;m) difusao
B (X+£5) (X *10® + s)
Sem eletrdlito | 230,6 7,31 | 0,6038 + 0,0471,357 + 0,036
NaCl 204,2 + 12,6 | 04900 + 0,084 1,426 + 0,018
KBr 2455+85 |0,38890,083 1,209 + 0,24
LSS KNO4 162.0 + 23,5 | 0,6596 + 0,04 1,745 £ 0,42
MgCl., 193,2+0,7 | 0,6360 +0,0p 1,592+0,22
Na,HPO, 191,6 + 3,55 | 0,8819 + 0,043 1,421 + 0,16
Sem eletrdlito| 8,7 +0,30 | 2820 + 0053 3,643 * 10-07
NaCl 9,5+0,35 | 0,2543 +0,0253,646 + 0,019
KBr 10,4 £ 0,30 | 0,2655 +0,01034,10 + 0,377
Poli. 80 | kNO; 12,2+0,43 | 0,2405 +0,01{1 23,92 + 0,30
MgCl, 9,1+0,20 | 0,2323 +0,02042,31 + 0,056
Na,HPO, 11,7 +0,62 | 0,1901 +0,03724,51 + 0,115

A andlise dos resultados do diametro efetivo da=las para as solucdes sem
eletrolitos mostrou que as micelas de LSS apresanta maior diametro (230,0 nm),
seguidas pelas saponinas do EXL e da Fr.7090. @@antaos das micelas do EXL
(168,4 nm) e da FR.7090 (166,6 nm) foram semelsar@equanto que o Poli.80
apresentou o menor diametro micelar (8,7 nm) eatéel ao LSS e as saponinas.

Para a maioria dos sistemas ionicos em altas ctragéms, ocorre uma
mudanca gradual na forma micelar, ha elongacaanilzedas para formar estruturas
cilindricas ou lamelares (WEICABL al, 2000).
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Andlises por microscopia eletrbnica de crio-trassi@d, espalhamento de
néutrons a baixos angulos, espalhamento de luznitpde medidas do tempo de
resolucdo de um complexo fluorescente em soluggesS& na faixa de concentracao
entre 10 e 80 mM a forca ibnica de 0,8 M, revelasapresenca de uma variedade de
estruturas de agregados, com a transicdo de mpetagenas a baixas concentragoes,
a longas estruturas a altas concentracdes de LIS8GREN et al, 1998). O valor da
CMC do LSS encontrado neste trabalho foi de 8,58 mijue correspondente para 10
CMC uma concentracao de 85,8 mM de LSS. Portastaesultados obtidos neste
trabalho para o diametro efetivo dos agregadoslanesde LSS sem a presenca de
eletrolitos, estdo de acordo aos descritos nafiea.

Entretanto, a adicdo de eletrélitos a solucédo d& deSultou, de modo geral, em
uma diminuicdo do diametro dos agregados micela@s, excecdo do KBr, cuja
presenca promoveu um maior diametro. Comparandmsediametros encontrados
para as saponinas e Poli.80, a presenca de dietrafiresentou uma maior influéncia
sobre o didmetro micelar do LSS, o que pode deuddid ao seu carater ibnico.

O tamanho micelar é controlado pela distancia anéidi aproximacao dos
contra-ions ao centro de carga do tensoativo, entres fatores (PIRES, 2002). Deste
modo, o contra-ion associado ao grupo carregadout@nefeito significativo nas
propriedades micelares. O efeito € explicado emdsrde uma reducdo na magnitude
das forcas de repulsdo entre os grupos polares inalame uma consequente
diminuicdo no trabalho elétrico na micelizacdo (RENCE, 2003). Em geral, quanto
mais fracamente hidratado for um contra-ion, maiserdo as micelas formadas pelos
tensoativos. Isto se deve ao ion mais fracamerdeathdo ser absorvido mais
facilmente na superficie micelar e, assim, dimiaurepulsdo entre os grupos polares,
promovendo, deste modo, uma maior agregacao do$mmyns na micela, o que
resulta em maiores diametros micelares. De um rgedal, o tamanho das micelas de
um tensoativo aniénico aumenta quando o contra@&ioncado de acordo com Na
K" < C$ (FLORENCE, 2003). Como observado experimentalmesgrado o ion K
menos hidratado que o ion Na adicdo de KBr a solucdo de LSS resultou em um

maior diametro micelar em relacéo ao NacCl.
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A adicdo de eletrélitos as solucdes de Poli. 80dymin um aumento no
tamanho micelar. No entanto, as micelas de pobs$or80 apresentaram o menor
didmetro comparado as micelas de saponinas e de AS#icelas ndo-ibnicas de
Poli.80 possuem um centro hidrofébico cercado pma wcamada de cadeias de
oxietileno, nas quais moléculas de agua estaodgypdr pontes de hidrogénio, sendo,
esta camada capaz de prender mecanicamente umegnantero de moléculas de
agua. As micelas destes tensoativos, como consegjiéendem a serem altamente
hidratadas (AULTON, 2005). O mesmo raciocinio sdicapa as micelas de
saponinas, onde as cadeias glicosiladas teriam ampartamento similar ao das
cadeias de polioxietileno. Em principio, esta sarfazao pela qual a concentracéo de
sais requerida para produzir efeitos significatigd® muito maiores neste tipo de
micelas e a discussao de cada comportamento iatrasiinocdes desalting i’ e
“salting out, ou seja, da competicdo entre o tensoativo ($otdoco grupo polar) e o
eletrolito para associar-se com a agua. Assim, senomOmero ésalted out
(dessolvatado) pelo eletrdlito, ocasiona uma diméem no tamanho micelar. A

situacado inversa se aplica se 0 monémersaéed if (HUNTER, 2002).

A adicédo de NaCl e LiCl na estrutura aquosa da darpalicada das micelas de
Triton X-100, um tensoativo nao-ibnico, o qual z@r@a na sua estrutura 10
moléculas de 6xido de etileno, demonstrou que @mdim das micelas aumentaram
substancialmente devido a um aumento, tanto no mime agregacdo como na
hidratacdo das micelas. Este ultimo efeito, fongipalmente causado por um grande
aumento no contetudo de agua contido na camadagaliatribuido a forte hidratacéo
dos ions Nae Li* nesta camada, causando o aprisionamento das asléeuagua as
quais formaranclustersao redor dos ions. No entanto, o crescimento dzedas com
a adicao destes eletrolitos foi fortemente depetedda hidratacdo dos cations dos sais
(KUMBHAKAR et al, 2005). Este fato pode ser € atribuido, ao fate chtions
serem, em geral, mais hidratados do que os anAddkTON, 2005). Neste sentido,
os resultados obtidos neste trabalho, confirmaxposo na literatura, uma vez que a
presenca de NaCl, MdPO,, KBr e KNO; nas solugbes de Poli.80 formaram as

micelas de maior diametro.
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Os grupos polares das moléculas de Poli. 80 comaaaoninas sdo altamente
hidratados, no entanto, os valores encontrados gmm@iametros das suas micelas,
mesmo sob a influéncia de eletrdlitos sdo extremaandistintos. Portanto, a resposta
para este fato pode provavelmente ndo estar rakaooao grau de hidratagcdo destas
micelas, mas sim a forma micelar em funcdo do prrestrutural das moléculas das
saponinas na micela.

Neste sentido, pela analise estrutural das saponidws frutos dellex
paraguariensis pode-se observar que elas apresentam uma dispossiéutural
semelhante aos tensoativos geminados, no que speite a posicdo das cadeias de
acucar em relacdo ao anel triterpénico, ou sejdadas opostos. Medidas do diametro
hidrodindmico de um tensoativo geminado indicaram tamanho constante das
micelas em torno de 200 nm a 300 nm (PISAR@tKal, 2004). Outra semelhanca
destas saponinas aos tensoativos geminados € ddapresentarem marcadamente
menores valores de CMC, quando comparados aosatemso convencionais de
equivalente cadeia (HAIT e MOULIK, 2002). Porémyrga confirmacdo destas
hipoteses, sera necessario um estudo mais detalbado como outros tipos de
analises.

Pela andlise dos perfis espumogenos tanto dasisapa@omo dos tensoativos
sintéticos, pbde-se observar que os eletrélitdsientiaram negativamente os perfis
de drenagem e de estabilidade da espuma das sapomique ndo ocorreu da mesma
forma com os perfis de drenagem e de estabilidagdespumas produzidas pelo LSS e
pelo Poli. 80. Tendo em vista que, o efeito dacé@mlidos eletrélitos sobre estas
solucdes tensoativas produziu, de modo geralagliess no diametro micelar tanto nas
micelas das saponinas, como no LSS e no Poli.&fk-pe concluir, que parece nao
haver uma influéncia direta do tamanho micelareaigrpropriedades espumdgenas.

Deste modo, as alteracbes do diametro das micamsaponinas produzidos
pela adicdo de eletrolitos, ndo estdo correlacamab efeito desestabilizante dos

eletrélitos sobre os perfis de drenagem e de diskade das espumas das saponinas.

4.4.3.9. Avaliagao bidimensional da espuma
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4.4.3.9.1. Resultados da caracterizacdo da espumasdsaponinas por analise

bidimensional

As imagens bidimensional da espuma de LSS e EXtonaentracao de 1,0 %,
obtidas entre os intervalos de tempo de 10 seguedt@ apresentados nas Figuras 58
e 59.

(€) (f)

Figura 58. Imagem bidimensional da espuma de LE8% nos tempos: (a) zero (b)

20 segundos (c) 90 segundos (d) 240 segufed0 segundos e (f) 300 segundos.
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Figura 59. Imagem bidimensional da espuma do EX|0% nos tempos: (a) zero, (b)

10 segundos, (c¢) 20 segundos, (d) 30 segundos) @gundos e (f) 70 segundos.

O resultado da analise bidimensional quanto acendide bolhas e de arestas
por campo visual das espumas produzidas pelastesiuensoativas de EXL e LSS a
concentracao de 1,0%, estdo demonstrados nas 3 &eta26 .
Tabela 25. Parametros da andlise bidimensional sdas;6es de EXL e LSS a

concentracao de 1,0%.

teSnc;,l(l)Jgtgil\?a Tempo () N° bolhas N° arestas | Média do n°
(1,0%) (Nb) (Na) arestas (Nb/Na)
0 15 75 50
EXL 10 15 82 546
30 15 83 5,53
0 29 170 5,86
=SS 10 23 137 5,95
30 21 128 6,09

Tabela 26. Niamero de arestas das bolhas em fur@dentpo para as solucdes de
EXB e LSS a 1,0%.

N°bolhas
\°
Arestas T empoEélégundos) TempoL(ieSzgundos)

0 10 30 0 10 30
3 2 2 2 ] ] i
4 1 - - ] ) ]
5 4 4 4 5 ° 4
6 4 7 6 23 15 12
7 3 2 3 1 2 4
8 1 : : : ! '
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O método da andlise bidimensional baseia-se nadédPlateau, segundo a
gual o namero de vértices e a curvatura (presgémag de uma bolha de espuma sdo
parametros relacionados com o grau de estabilidadema espuma ideal, em um
plano bidimensional, formada de N bolhas com afeas {Ai, i = 1,..., N}. Pelo
Teorema de Gauss, o humero de lados apresentadampdolha, associado ao arco
do seu comprimento, apresentam valores passiveisettm associados com a
estabilidade de uma espuma. Assim, o0 aumento denoimédio de arestas com o
tempo, estaria relacionado a uma diminuicdo ddiistade do sistema. Neste sentido,
as bolhas pentagonais apresentariam uma maioilielstde em relacdo as hexagonais
ou heptagonais (GRANER, 2002).

Pelos resultados pode-se observar, que com orpdesampo, o numero de
bolhas analisadas por campo tende a diminuir esegfirentemente, o nimero de
arestas.

Na espuma do EXL, o nimero de bolhas durante pdethe 30 segundos de
analise se manteve inalterado e em menor niumercoemparacdo ao LSS. Para o
LSS, o numero inicial de bolhas foi maior que o EXbrém houve uma diminuicéo
de bolhas em 30 segundos. Confrontando com o nuderarestas das bolhas em
funcdo do tempo (Tabela 26), nota-se que no EXLuimé& maior diversidade de
formas de bolhas, ou seja, uma maior heterogenidad®lhas na espuma. Na espuma
de LSS, no entanto, ha uma maior homogeneidadermeafdas bolhas no tempo zero,
com predominio de bolhas contendo seis aresta®o)/Porém, com o passar do
tempo, as caracteristicas das bolhas da espumaXdonianteviveram-se quase
inalteradas, fato observado através da andlisetudwem de bolhas com diferentes
arestas em funcédo do tempo. Na espuma de LSStagnirehouve uma modificacéo
do perfil da espuma quanto ao nimero de bolhasditerentes arestas de maneira
mais intensa que para o EXL. Assim, durante 30rs@gio nimero de bolhas com 6
arestas na espuma de LSS passou de 23 para 12.bolha

Confrontando com os dados de espumabilidade, w;@&@wlde LSS, de fato,
apresentou uma maior espumabilidade em relacaoXao émo pode-se verificar
pelo maior niamero de bolhas presente por campaupidal na placa pela solucdo de

LSS. Quanto a estabilidade da espuma, ou sejgpesto@anéncia em funcdo do tempo,
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espuma produzida pelo EXL confirma os resultadotermmes quanto a sua
estabilidade, ou seja, através do numero de balta@erado durante o tempo de
avaliacdo, bem como a ndo variacdo do numero geaardas bolhas.

Pela analise das fotos, também podemos pressup@ gspuma das solucdes
de LSS apresentaram uma consideravel elasticidhdervada através da modificacéo
estrutural das bolhas com o tempo, sem haver oinoempo do filmes interfaciais.
Neste sentido, apesar das solucdes de LSS teresseapmdo uma maior taxa de
drenagem que as espumas das saponinas, obserpelasmalise bidimensional, um
maior tempo de permanéncia da espuma de LSS e@dutztempo comparado com
as saponinas. Assim, pela evolugéo dos filmesfadi@is de LSS, pdde-se observar
gue o afinamento dos filmes liquidos decorrentegpiresso de drenagem, levou a
formacdo de uma espessura de equilibrio constatasisalmente pela maior
transparéncia da espuma, como pelo maior tempcssete para ocorrer o colapso

destes filmes.

Tendo em vista o carater anibnico de seus gruplasgs, a presenca de carga
manteria a repulsdo eletrostatica entre os grufargmdo tensoativo, possibilitando a

manutencao por mais tempo de uma espessura dibagquNVANG e YOON, 2006).

As imagens bidimensionais da espuma das saposingerem, entretanto,
uma elasticidade superficial em menor grau quesarobda nos filmes de LSS. Deste
modo, o0s resultados encontrados experimentalmessteta as taxas de drenagem das
espumas das saponinas do EXL, expressas pelo valandeenagem em funcéo do
tempo, péde ser melhor explicada pela andlise faticg. A visualizagdo das fotos
mostra uma maior espessura dos filmes liquidosfatiais das saponinas em relacao
ao LSS. Esta maior espessura dos filmes liquidtds refacionada a capacidade de
ligacdo das moléculas de saponinas as moléculagube superficiais, 0 que justifica

sua elevada viscosidade de cisalhamento e, congegignte, uma menor drenagem.
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Capitulo 5

Avaliacdo do potencial de irritagdo cutanea dasisaps dos

frutos dellex paraguariensigA. St. Hil.
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5.1. INTRODUCAO

Devido ao elevado ni aniE@in o homem, muitos
métodosin vitro tém sido desenvolvidos para a predicdo do potedearritacao
ocular e cutanea dos tensoativos (CSERHéTI, 2002).

A irritacdo cuténea induzida por tensoativos apris varias manifestacoes,
como rashcutaneo, referido como eritema, descamacdo a {@wonae bolhas ou
simplesmente a sensacao de aspereza na pele, aminénh outras desordens cutaneas
(MOOREet al.,2003).

O interesse por tensoativos bio-compativeis, mgamizar as propriedades
irritantes que os tensoativos sintéticos exercempele e tecidos. Deste modo,
tensoativos suaves tendo acgUcares ou unidadepaltdtaina como grupos polares,
tém sido extensivamente usados em formulacfes cEsmiAssim, os estudos
orientados para otimizar o comportamento dos teiwvesaobtidos de origem natural,
demonstram, que as saponinas, sao, extremamemespooas (SARNTHEIN-GRAF
e LA MESA, 2004).

5.2. FUNDAMENTACAO TEORICA

Os tensoativos anidnicos sao extensivamente usadosmedicamentos,
formulacGes para a agricultura, em biotecnologisneéticos e em outros processos
industriais, entretanto, 0 seu emprego esta askpégresenca de sintomas téxicos
nos organismos humano e animal, devido a modifesagfas estruturas protéicas e

disfuncdo das enzimas, bem como alteracdes nas naweasbfosfolipidicas. Estas
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modificacdes estdo associadas a interacfes pasfetetrostaticas entre o grupo polar
carregado negativamente do tensoativo as subessutonoleculares carregadas
positivamente, como também, por forcas hidrofébicam as partes apolares dos
6rgdos alvos, podendo, ocasionar, modificacBesudedb biolégica (CSERHATét
al., 2002).

A citotoxicidade dos tensoativos determinada sot@kilas epiteliais da
cérnea de coelhos, seguiu a seguinte ordem: cadi@naniénico = anfotérico > ndo-
iOnico. Interesantemente, tensoativos nao-ionicoanh capazes de reduzir o efeito
danoso dos tensoativos anidnicos, no entanto, seshaoleculares deste fenbmeno
ainda néo foram elucidadas (CSERH/ATI, 2002).

Para a avaliacdo do potencial de irritacdo cutawéaos testesn vivo tém
sido estabelecidos em testes de seguranca (ZU&tNgE, 2000). O teste de irritacdo
primaria de Draize € um estudo dpatch test utilizado para prever se uma
substancia é capaz de fazer surgir uma reacaaniatteia, apos contato imediato ou
prolongado, em pele intacta e escarificada de osdtbinos (CHUDKOVSKI, 1980).

Em resposta a necessidade de alternativas parsteode Draize, numerosos
testesin vitro e in vivo tém sido empregados para a avaliacdo do graurithgd@o
cutadnea de sistemas tensoativos. Entre os moaeligo, estd o do tecido cutaneo
EpiDermT™ baseado em células da pele humana. Apesar disttsaas apresentarem
vantagens, ndo se tornam acessiveis devido aousito. Testes de irritacdo cutamea
vitro tém sido desenvolvidos para medir o potencial denaleiracdo proteica
provocada por tensoativos, como o teste envolvemeldidas da quantidade de zeina,
uma proteina do milho, insolivel em agua, a qudepser solubilizada pela adicdo de
diferentes tipos de tensoativos, sendo o potedeidritacdo cutanea correlacionado a

capacidade destes tensoativos em dissolvé-la (MO€RE 2003).

O método de solubilizacdo da zeina € particularenesgpropriado para
classificar o potencial de irritacdo cutanea dosdativos anibnicos, uma vez que
estes tensoativos sdo fortemente solubilizadore®ite, enquanto que os tensoativos
anfotéricos (zwitteribnicos) e nao-ibnicos dissalvpouco ou nao dissolvem a zeina.

Isto também é consistente com a baixa capacidaddedeaturacdo proteica dos
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tensoativos anfotéricos e ndo-ibnicos para varigdsos sistemas proteicos, como a
proteina sérica bovina, ovalbumina, lisésima, cdow C e a enzima lisolecitina
fosfolipidase (MOOREet al, 2003).

Técnicas nao-invasivas também tém sido usadasapavaliacdo do potencial
de irritacdo cutanea, como a velocimetria por LaBappler, evaporimetria,
cromametria e corneometria. Entre estas, apenasoaimetria por Laser Doppler e
evaporimetria tém sido bons discriminadores ensresigbstancias irritantes e nao-
irritantes, pois detectam estagios iniciais no des@wimento de uma reacdao irritante,
antes de se tornarem visiveis. Assim, as medidasnwasivas podem melhorar a
gualidade e relevancia dos dados obtidos pelosstet irritacdo em pele humana,
uma vez gue os resultados sdo objetivos, quantisag algumas vezes sub-clinicos
(ZUANG et al, 2000). Entretanto, apesar do emprego de outraelo® de avaliagcao
do grau de irritacdo cutanea aplicado a tensoatve@picutane@atch testincluindo
o tradicionalscoreclinico das reacfes cutaneas, ainda permanece gadnao-ouro
para determinar a seguranca dos produtos de usoghdBlALL-MANNING, et al,
1998, ZUANGet al, 2000).

Assim, este Capitulo tem como objetivo, avaliaptepcial de irritacdo cutanea
das saponinas dos frutos lex paraguariensisatravés do teste de irritacdo primaria
dérmica de Draize. Para esta avaliagdo, sera ddliza extrato bruto e produtos
purificados, representados pela fragdao 70 (Fr. e/@elo extrato P6, frente a um
controle positivo.

5.3. MATERIAL E METODOS

5.3.1. MATERIAL

5.3.1.1. Substancias e Reagentes
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Laurilsulfato de sédio (Merak); Extrato bruto liofilizado (EXL), Fracédo
purificada (Fr. 70) e Extrato purificado P6 (P6)sdfrutos imaturos ddlex
paraguariensisA. St. Hil.

5.3.1.2. Equipamentos e materiais diversos
Balanca analitica SARTORIUS, agulhas hipodérmidagpilador GILLETTE,

algodao hidréfilo, tesoura, seringa plastica, gestéril, esparadrapo, tricotomizador,
gaiolas.
5.3.1.3. Animais de laboratorio

Coelhos albinos machos, pesando @00e: 300 g.
5.3.2. METODOS
5.3.2.1 Avaliacdo do grau de irritacdo primaria démica (Draize, 1944)
5.3.2.1.1. Preparo da amostra

Para a avaliacdo da irritacdo dérmica primarianfopaeparadas solucdes a
1,0% de extrato bruto liofilizado (EXL), Fracdo {#. 70), extrato purificado (P6) e
como controle positivo, 0 tensoativo anidnico, llautfato de sédio (LSS).
5.3.2.1.2. Descricado do método

Para cada amostra foram utilizados seis coella@bios albinos, pesando entre

2 e 3 kg, mantidos em gaiolas individuais, comeliacesso a racdo e agua, a

temperatura entre 18 e 24 °C e umidade relatifaina de 40 a 60%.
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O grau de irritacdo foi avaliado pela técnicapdtchegest em pele integra e
escarificada. No dorso de cada animal foi delinaitacha area em torno de 36°cms
guais foram depiladas e divididas em quatro ampds 24 horas, duas destas areas
foram escarificadas e aplicado imediatamente airs€jb ml da solugao teste em uma
area integra e em outra escarificada, mantendestentes como controle. A seguir, as
areas foram cobertas com gaze estéril e cobertasgeae e esparadrapo. Apos 24
horas de contato com o produto,padéchesforam removidos e as reacdes de eritema e
edema foram avaliadas primeiro qualitativamentg@s aquantitativamente segundo
um sistema de escala pré-definido. Os animais percesam sem gsatchespor mais
48 horas, sendo realizada nova avaliacao das eageritema e edema. O tempo
total de contato do produto com a pele foi, podade 72 horas. Os resultados foram

expressos pela média de 6 determinacdes.

5.3.2.1.3. Avaliacdo das reacdes da pele

Para a avaliacgho do grau da irritacdo dérmica, @eiterminado
individualmente o grau de formacao de eritema,rdsta e de edema nas peles integra

e escarificada dos animais, 24 e 72 horas apoOlicagin da amostra.

A escala numérica do grau de eritema e formacacraitas, para o teste de
irritacdo primaria de Draize, bem como a classificado grau de formacéo de edema

estdo apresentadas nas Tabelas 27 e 28, respestiegam

Tabela 27. Classificacdo do grau de eritema e fpimade crosta do ensaio de

irritacdo primaria dérmica de Draize

Eritema e Foacao de crosta

SEM EIMEEMA. .. eiiiiiii e e 0
Eritema muito escasso (claramente perceptivel).................. 1
Eritema moderado (bem definido) ............comveiviinininiiiiinnnn 2
Eritema moderadamente SeVEro............uucceeieeeieeeeeeeiiiiinnn, 3

Eritema severo (rubor roxo) formadg& crostas
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(lesBes Profundas) .........ceueeeeeeeeeeeuiniinanene e e e aeeees 4

Escore Edema, possibilidade total .........ccooceeeevieiiiiiierinnnnnnn. 4

Tabela 28. Classificacdo do grau de formacao denadeara avaliagdo do grau de

irritacdo primaria dérmica de Draize.

Formacgao de Edema

Edema auSeNnte..........ooi i eememm e 0
Edema leve (0,25 mm e 0,49 MM).coiiiiiiiiiiiinieieiiiiie e 1
Edema moderado (0,5 mm e 0,74 mMm)........cccceeveverereeeennnnnnnnn. 2
Edema definido (0,75 MM € LmMM ) iiiiiiiiiiiiieieeiiiiiiee e 3
Edema severo (> 1 MM).......iiiiiiiiiie e 4
Escore Edema, possibilidade total..........ccooceeeeieeiiiiiieiiis 4

5.3.2.1.4. Determinacao do Indice de irritac&o pridria dérmica

O valor médio para o grau de eritema e formacaorakgas nas 24 e 72 horas
nas peles intacta e escarificada, foram somadogad@es médios para a formacéo de
edema nas 24 e 72 horas para pele intacta e esdaif A soma das médias (SM) foi
dividido por 4 (SM/4) para termos, entdo, 0 esclar@ritacdo primaria.

Os critérios de classificagdo, conforme o valorinddice de irritacdo, estao

demonstrados na Tabela 29.

Tabela 29. indice de irritacdo primaria dérmicaapateste de Draize.
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indice de irritacdo primaria Avaliacao
0 N&o irritante
0,042 -2,0 Suave
2,01-5,0 Moderado
> 5,01 Severo

5.4. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.4.1. Determinacgao do grau de reacéo cutanea dasigoes tensoativas

Os resultados do grau de eritema, formacao deasresedema, desenvolvidos
em 24 e 72 horas, nas peles integra e escarifia@ao LSS, EXL, Fr. 70 e extrato
P6, estdo apresentados nas Tabelas 30 a 37.

Tabela 30. Grau de eritema e formacgao de crosta,gpsolucdo de LSS a 1,0%

Eritema e Formacéao de crosta

Pele Leitura Coelho (n) L
R (horas) Media
woas) | 1| 2| 3| 4|5 |6 |
" integra 24 1] 0] 0] o] o o o166
Integra 72 1 0 1 0 0 0 0,333
Escarificada 24 1 1 1 0 0 1 0,666
CsCaticaud 72 1 0 1 0] o 0 0,333
Sub-tota 1,498

Tabela 31. Grau de formacao edema para a&ohle LSS a 1,0%
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Edema

Coelho (rf)
Pele Leitura nAAAI~
(horas) 1 5 s | als |6 Média
integra 24 0 0 0 0 0 0 0
72 0 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0 0
Escarificada 72 0 0 0 0 0 0 0
Sulrab 0
Soma das médias (SM) 1,498
indice de irritagdo (SM/4) 0,3745

Tabela 32. Grau de eritema e formacao de cpastaa solucdo EXL a 1,0%

Eritema e Formacéao de crosta

Coelho (n)
Pele Leitura A
(horas) Média
. , 1 2 3 4 5 6
24 0 0 0 0 0 0 0
integra
72 0 0 0 0 0 0 0
24 0 0 0 0 0 0 0
Escarificada 75 0 0 0 0 0 1 0,166
Sub-tbtpg 0,166

Tabela 33. Grau de formacao de edema para adsotiecEXL a 1,0%

Edema

Coelho (rf)

Pele Leitura
(horas)
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(horas) Média
1 2 3 4 5 6

) 24 0 0 0 0 0 0 0
Integra

72 0 0 0 0 0 0 0

24 0 0 0 0 0 0 0

Escarificada 72 0 0 0 0 0 0 0

Sulab 0
Soma das médias (SM) 0,166
indice de Irritacéo (SM/4) 0,0415

Tabela 34. Grau de eritema e formagao de crossaldado da Fr. 70 a 1,0%.

Eritema e Formacé&o de crosta

Coelho (n)
Pele Leitura o
(horas) Meédia
. , 1 2 3 4 5 6
) 24 0 0 0 0 0 0 0
Int
niegra 72 0] o] o] o o] o 0
N 24 0 0 0 0 0 0 0
Escarificada
R 72 0 0 0 0 0 0 0
Sub-tbta O

Tabela 35. Grau de formacgao de edema paraigésotia Fr. 70 a 1,0%

Edema
Coelho (n)
- (Lﬁgtr‘;'g 12| 3| 4| 5]6s eda
, 22 0lo| ol 0| o o 0
integra 72 0olo| ol o o o 0

171



- 24 0 0 0 0 0 0
Escarificada
S 72 0 0 0 0 0 0 0
Sub-tbta O
Soma das médias (SM) 0
indice de Irritacéo (SM/4) 0

Tabela 36. Grau de eritema e formacgao de crossaldaao de extrato P6 a 1,0%.

Eritema e Formacéao de crosta

Coelho (n)
Pele Leitura -
(horas) Média
. . 1 2 3 4 5 6
) 24 0 0 0 0 0 0 0
Int
niegra 72 0] o] o] o] o] o 0
24 0 0 0 0 0 0 0
Escarificada 72 0 0 0 0 0 0 0
Sub-tbta O

Tabela 37. Grau de formacao de edema para aésotlecextrato P6 a 1,0%

Edema
Coelho (rf)
Pele Leitura I:/III;;;
(horas) 1 > 3 4 5 6
i 24 0 0 0 0 0 0 0
Integra
72 0 0
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24 0 0 0 0 0 0 0
Escarificada 75 0 0 0 0 0 0 0
Sultab 0
Soma das médias (SM) 0
indice de irritagdo (SM/4) 0

A avaliacdo visual ap6s 72 horas da aplicacdo &e n@l, das solucdes
tensoativas de LSS, EXL, Fr. 70 e extrato P6 a In@%opeles integra e escarificada,

estdo demonstradas na Figura 60.
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Figura 60. Aspecto das peles integra e escarifiapda 72 horas da aplicacdo das
solugdes tensoativas de LSS (A), EXL (B), Fr. 7p@xtrato P6 (D).

O resdultado do indice de irritacdo priméaria déami@presentado pelos
tensoativos, estd demonstrado na Tabela 38.

Tabela 38. indices de irritagéio primaria dérmicddaize para as solu¢ées de LSS,
EXL, Fr. 70 e P6 a 1,0%.

_ _ indice de irritacéo o
Solucéao tensoativa (1,0%) o Avaliacao
primaria dérmica
LSS 0,3745 Suave
EXL 0,0415 N&ao irritante
Fr. 70 0 Nao irritante
P6 0 Nao irritante

A escolha da concentracdo de 1,0% para a prepadasésolucdes tensoativas,
foi baseada nos respectivos valores da concentrag@ar critica das substancias a
serem analisados, a fim de trabalhar com valoresraléle uma faixa de seguranca
acima da CMC dos tensoativos, bem como ter umaecdragdo mais elevada de
substancia em contato com a pele, passivel dewdd@genalguma reacdo cutanea.

Pela andlise dos resultados, observou-se que adlsldiato de sddio,

desenvolveu um leve eritema observado nas prim@&dasoras de exposicao ao

174



produto, porém, somente na pele escarificada. nen 48 horas apés, observou-se
uma evolucao do processo de irritacdo cutaneagseptado pela formacao de crostas.

Para o EXL, ap0s 24 horas de contato com a solog&ervou-se um levissimo
grau de eritema, mas somente na pele escarificagaal desapareceu totalmente em
48 horas. Este leve eritema foi detectado em ap@mados seis animais expostos ao
produto.

Quanto aos produtos purificados nédo foi observadaitgtivamente nenhum
grau de interagao cutanea. A Fr, 70 como o exf&totanto em 24 e 72 horas, nas
peles integra e escarificada, ndo apresentaramaapgtirada dopatches,nenhuma
manifestacdo visual de alteracdo cutanea, repeekemiela auséncia de eritema,
formacdo de crostas e edema. Observou-se, tamhéngsgpeles tanto integra como
escarificada, apresentaram uma melhor texturaectsspas 72 horas apds a aplicacdo
das amostras em relacéo aos controles.

Com o processo de escarificacdo, partes do extéateo sdo removidas, o que
potencializa a acdo em relacdo a pele intacta. Hate, foi observado
experimentalmente com o laurilsulfato de sodioual@ considerado um tensoativo
severo em termos de irritacdo cutanea, sendo, §30; empregado como controle
positivo nas avaliacbes do potencial de irritac@marmea aguda provocada por
tensoativos (HALL-MANNINGet al, 1998).

Véarios mecanismos tém sido propostos para exphbcarritacdo cutanea
induzida por tensoativos, incluindo a solubilizaci@g lipideos da pele, o rompimento
das bicamadas lipidicas do estrato cOrneo e a weagao proteica (MOOREt al,
2003). Entre estes, observou-se que o eventog;ritsulta da ligacdo dos tensoativos
as proteinas cutaneas como a queratina dos cowgoi estrato corneo, seguido pela
desnaturacdo destas, existindo frequentemente, coneelacdo direta entre a
habilidade de um tensoativo para desnaturar aipeot®m o seu potencial de irritacao
cutanea. Assim, o grau de desnaturacdo proteica re¢acionado a diferentes
manifestacfes de irritagcdo cutanea vivo, incluindo eritema (vermelhiddao e
inflamacdo na pele), alteracbes nas propriedadesit@ado estrato corneo, o que
ocasiona um aumento da taxa da perda de aguapidéseica (TWEL), levando ao

ressecamento e rachadura na pele (MO@GRL, 2003).
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A dependéncia do potencial de irritacdo cutanea tdasoativos anionicos
sobre a estrutura molecular é bem estabelecida.re@gltados indicam que o
comprimento da cadeia alquila dos alquil sulfates stddio tém um consideravel
impacto no seu potencial de irritagdo cutanea.mses compostos com;gcausam
dano celular, enquanto os compostos cqge@,s causam mais severa destruicdo da
membrana e desnaturacdo proteica. O lauril sutfateddio (LSS) causa mais severa
desidratacdo cutanea que o brometo de dodeciltiriam@dnio, sendo o completo
restabelecimento da reacéo irritante foi obtidaliag apds a exposicado do tensoativo
(CSERHATIet al, 2002).

O teste de toxicidade cutdnea dos tensoativos eenatjudcitos normais
humanos, avaliado pela citotoxicidade, liberacdaaldo araquidénico e regulacdo da
interleucina-r MRNA, revelou que o efeito do SDS foi maior ques densoativos
nao-iénicos Triton X-100 e Tween-20. Um estudo qtetnvo da relacdo estrutura-
atividade (QSAR), revelou que a capacidade de taidia dosr-alquil sulfatos foi
estreitamente correlacionada com o potencial d¢idteal, sendo um maximo
encontrado em analogo de.QCSERHATIet al, 2002)

O grau de interacdo do LSS com o extrato corneioavaliado através de
medidas da condutividade da pele vitro, demonstrando que 0 aumento da
concentracao de LSS, produz um aumento da condadiei da pele, uma vez que os
fons atravessam a pele por canais similares aaguta (MOOREet al, 2003), e que
em misturas de sistemas tensoativos, o tensoatdigidual exibe menos afinidade
para esta proteina. As micelas dos tensoativoaigpéen com os lipideos, os quais
formam um empacotamento entre as escamas, propancio um sitio de entrada para
mais tensoativo, 0s quais, iniciardo entdo, o m®xale desnaturacdo proteica. Este
estagio, parece requerer um determinado tipo delande tensoativo para possibilitar
os lipideos a formarem uma micela mista com o(ssdativo(s), sendo esta
provavelmente, a area onde diferencas em relagéitagdo sdo manifestadas para as
misturas de tensoativos (HALL-MANNINGet al, 1998). Neste sentido, a
investigacdo da adicdo de tensoativos nado-ibni€hsEd) a solugbes de LSS,
revelaram uma diminuicdo na habilidade do LSS patabilizar a proteina zeina,
devido a uma repulséo estérica entre a proteisandcelas mistas de LSS{£;s que
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complexam com a proteina, reduzindo, assim as dodgainteracdo do complexo
proteina-tensoativo, levando a uma diminuicdo n@acdade de solubilizacdo da
proteina pela solucédo tensoativa, com consequedt&do do potencial de irritacdo
cutanea (MOORIet al, 2003).

Quanto ao extrato bruto e os produtos purificadé rfioi observado
gualitativamente nenhum grau de interagcdo cutageesar do extrato bruto
apresentar uma composicdo mais complexa, contel@o de saponinas, outros
compostos de forma associada, poderia explicar amrnpotencial de interacdo a
nivel cutaneo, em relacdo aos produtos purificademesentados pela Fr. 70 e o
extrato P6. No entanto, através do processo defiamento do extrato bruto, obteve-
se produtos com uma maior concentracdo em saporenasn menor indice de
interferentes em relacéo ao extrato bruto. Nestéido, a aplicacdo das solucbes da
Fr. 70 e do extrato P6, apresentam, teores muitis elavados em saponinas,
comparado ao extrato bruto a mesma concentracao.

Devido a semelhanca de composicao quimica em tedmasponinas entre 0s
extratos de folhas e de frutos ex paraguariensifKRAEMER,1997; ATHAYDE,
2000), sugere-se, também, para as saponinas déss,frum comportamento
semelhante ao atribuido a uma fracdo de saponibtidaodas folhas ddlex
paraguariensisem relacdo a presenca de atividade antiedematagéomo descrito
por MONTANHA (1990).

A auséncia de propriedades hemoliticas, para amsss das folhas déex
paraguariensis verificado por GOSMANN (1989), contribuem, tambépara uma

menor citotoxicidade destes glicosideos.

Deste modo, pelos resultados da avaliacdo do grawitcdo primaria dérmica
de Draize, podemos concluir, que a associacaoadestenais elevados de saponinas
presentes nos produtos purificados e a ausénaimaddestacdes de interacdo a nivel
cutaneo, confere as saponinas dos frutos imatumsllex paraguarienis, a

possibilidade de emprego em formulaces de usodopi
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Conclusoes Finais

O método cromatografico proposto por CLAE emesist gradiente, permitiu a
obtencdo de um perfil cromatografico para o EXL ftasos imaturos, abrangendo
uma faixa de polaridade, na qual se encontramasras das principais saponinas

descritas pardex paraguariensis.

* As etapas de transformacéo tecnoldgica da matérispregetal, como 0 processo
de extracéo e liofilizacdo do extrato bruto, ndodpeiram alteracfes detectaveis na
composicdo quimica das saponinas dos frutdéedlgparaguariensisavaliada através

dos perfis cromatograficos por CCD e CLAE.

 Os métodos de purificacdo do EXL se mostrararniegfies e reprodutiveis na

obtencao de produtos ricos em saponinas e seragl&s quimicas detectaveis

* O método | (fracionamento em coluna) apreseatgantagem do fracionamento do
EXL, permitindo a obtencdo concomitante de umaaiggolifendlica e de uma fracao

saponosidica bem caracterizadas.
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* O método Il (contato direto com polimero), desdvido neste trabalho, permitiu a
obtencdo de um Unico produto purificado rico emosa@s, com a vantagem em
relacdo ao método |, da rapidez do processo, nersto e exclusdo total de solventes

organicos, o que o torna um método viavel do pdetueista tecnolégico e ambiental.

» As espumas produzidas pelo EXL e Fr. 7090 aptassan um processo de drenagem
mais lento comparado aos tensoativos sintéticoslosatribuido a maior viscosidade

de cisalhamento superficial dos filmes superficilas saponinas.

* A Fr. 7090 apresentou um potencial de espumaliédsemelhante ao tensoativo

aniénico.

* A espumas das saponinas apresentaram um perébst@dilidade semelhante aos
tensoativos ndo-idnicos, porém com uma maior teridén estabilizacdo do processo

com o tempo.

* A adicdo de eletrdlitos influenciou negativamewpte perfis espumogenos e de
estabilidade das espumas das saponinas.

* O diametro das micelas n&o apresentou influérsthre o comportamento
espumdgeno das saponinas, contudo apresentararotecatica nos testes de

espalhamento da luz que sugerem a formacao deueatisupra-micelares.

* As espumas das saponinas apresentaram umanesisséperior a observada para

tensoativos sintéticos, porém, somente a 25 CMC.

* A espuma obtida com EXL apresentou pela andlisembitsional uma menor
alteracdo da forma e namero de bolhas de ar coempa, comparado a espuma de
LSS. A concordancia dos valores obtidos com osedeste espumabilidade e
estabilidade das espumas indica tratar-se de ume tegpaz de proporcionar

informacdes auténticas da evolucao estrutural siasneas
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* O EXL, Fr. 70 e P6 foram classificados como ptodundo-irritantes mediante o

testein vivo de irritagcdo dérmica primaria de Draize.

* O elevado potencial espumdgeno das saponinadpadio seu carater nao-iénico e de
baixa toxicidade cutanea, fazem das saponinas da®sf imaturos dellex
paraguariensis,uma alternativa promissora como agente espumogen@rigem

natural e renovavel.
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Anexos

Tabela Al. Distribuicdo granulon nderal rdatéria-prima vegetal, frutos

imaturos ddlex paraguariensis

FG (mm) AM (MM) F (%) FR (%) FP (%)
1,000 — 0,800 0,900 10,5 10,5 89,5
0,800 — 0,635 0,717 20,3 30,8 69,2
0,635 - 0,315 0,475 45,5 76,3 23,7
0,315 - 0,200 0,257 17,5 93,8 6,2
0,200 - 0,125 0,162 3,2 97,0 3,0
0,125 - 0,063 0,094 2,8 99,8 0,2

0,063 -0,0 0,0315 0,2 100 0
Total 100,0

FG = faixa granulométrica; AM = abertura média ddha; F = freqléncia relativa
FR = fracao retida; FP = fracdo de passagem.
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Tabelas A2: Valores do abaixamento da tenséo scjpédm funcdo da concentracao

de LSS.

Concentracdo Concentracao LnC y [mMN m™]
[g/L] Molar [mM] [MmM] ( X+5s)
0,005 0,0173 -4,0570 70,0+ 0,0
0,01 0,0346 -3,3639 70,0+ 0,0
0,02 0,0693 -2,66930 70,0+ 0,0
0,05 0,1733 -1,7527 70,0+ 0,0

0,1 0,3467 -1,0592 66,6* 0,57
0,2 0,6935 -0,3660 64,0+ 1,0
0,3 1,0402 0,0394 60,0+ 0,28
0,5 0,7338 0,5503 52,1+ 0,28
1,0 3,4676 1,2434 46,5+ 0,86
5,0 17,3382 2,8529 39,4+ 1,60
10,0 34,6764 3,5460 36,8+ 0,78
20,0 69,3529 4,2392 37,8+ 0,76
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Tabelas A3: Valores do abaixamento da tenséo scjpédm funcdo da concentracao

Poli. 80
Concentracao Concentracao LnC y [MN m™]

[g/L] Molar [mM] [MmM] ( X+5s)

0,001 0,0007 -7,2644 65,60 + 1,52

0,005 0,0038 -5,5727 58,00+ 1,0
0,01 0,0076 -4,8796 52,30 + 1,25
0,02 0,0152 -4,1864 51,16 + 1,25
0,05 0,0381 -3,2675 47,43 + 1,52
0,1 0,0763 -2,5730 46,50 + 1,32
0,2 0,1526 -1,8799 44,33 + 0,57
0,3 0,2290 -1,4740 43,16 + 1,89
1,0 0,7633 -0,2701 43,33 + 2,08

Tabela A4. Valores do abaixamento da tensao

para o Extrato bruto.

sofarém funcdo da concentracao




Concentracao Concentracao Ln v (MN/m)
(g/L) Molar [mM] [MmM] ( X+5s)
0,005 0,0051 -5,2785 69,5 £ 0,50
0,01 0,0103 -4,5756 65,3 + 0,57
0,02 0,0206 -3,8824 63,6 + 1,52
0,05 0,0517 -2,9622 57,8 £ 1,60

0,1 0,1034 -2,2691 56,5 + 1,80
0,2 0,2069 -1,5755 53,3+0,70
0,5 0,5173 -0,6591 55,3 + 0,57
1,0 1,0347 0,0341 55,5+ 0,50

* Concentracdo molar expressa como matessaponin&41998,45)

Tabela A5. Valores do abaixamento da tensdo se@drém funcdo da concentracao

para a Fracao 7090.

Concentracao Concentracao Ln v (MN/m)
(g/L) Molar [mM] [Mm] ( X+5s)
0,005 0,005017 -5,2949 63,90 £ 0,17
0,01 0,010035 -4,6016 63,73 £0,25
0,02 0,020071 -3,9084 58,33 + 0,57
0,05 0,050178 -2,9921 55,36 £ 0,28

0,1 0,100356 -2,2990 52,50 + 0,50
0,2 0,200712 -1,6058 48,66 * 0,28
1,0 1,003562 0,0035 49,16 = 2,75

* Concentracdo molar expressa como matessaponin&41998,45)
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Tabela A6. Perfil de drenagem da solucao de Pohbasm 80 (10 CMC) e sob a

influéncia de eletrélitos.

Altura do
liqguido na | Volume de Volume de
Sol. tensoativa Tempo | coluna liquido na Z VL liquido na
I eletrolitos (min) (cm) coluna (%) espuma
(Xt5s) (VL) (ml) (VLE) (%)
0 0,90 £ 0,06 8,57 42,85 57,15
1 1,70+ 0,05 16,19 80,95 19,05
Poli. 80 © 5 1,88+0,02 17,90 89,5 10,5
ou 10 1,88+0,02 17,90 89,5 10,5
30 1,90 £ 0,0 18,0 90,0 10,0
60 1,92+0,04 18,28 91,40 8,6
0 0,9+0,14 8,57 42,85 57,15
1 1,65 £ 0,07 15,71 78,55 21,45
F poli.go/ Cl 5 1,82+0,03 17,33 86,65 13,35
NaCl 10 |1,87+003 17,80 89,00 11,0
30 1,90 £ 0,01 18,09 90,45 9,55
60 1,95+0,00n 18,57 92,85 7,15
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0 0,8 + 0,56 7,61 38,05 61,95
1 1,60 £0,14 15,23 76,15 23,85
Poli.80/ 5 1,85 +0,0 17,61 88,05 11,95
KBr 10 | 1,87%0,03 17,80 | 89,00 11,0
30 1,87 £+0,03) 17,80 89,00 11,0
60 1,90 £ 0,01 18,09 90,45 9,55
Altura do
liguido na | Volume de Volume de
Tempo coluna liquidona | VL | liquido na
Sol. tensoativa (min) (cm) coluna (%) espuma
/ eletrdlitos (X £ 5) (mi) (VLE) (%)
0 0,7 £ 0,49 6,66 33,3 66,7
1 1,60 0,07 15,23 76,15 23,85
F poli. 807 3 5 1,85 +0,07 17,61 88,05 11,95
KNO3 10 1,85 +0,10 17,61 88,05 11,95
30 1,90+0,07 18,09 90,45 9,55
60 1,95 +0,03 18,57 92,85 7,15
0 1,4 +0,96 13,33 66,65 33,35
1 1,85 £0,20 17,61 88,05 11,95
F poli. 80/ =k 5 1,92 +0,10 | 18,28 91,4 8,6
MgCl2 10 | 1,92+0,10 18,28 91,4 8,6
30 1,95 +0,07 18,57 92,85 7,15
60 1,95 +0,07 18,57 92,85 7,15
0 0,95+0,5 9,04 45,2 54,8
1 1,67+0,17 15,90 79,5 20,5
"~ Poli. 80/
Na,HPO, 188



Poli.80 5 1,90 +0,1 18,09 90,49 9,55
/INa2HPO4 10 1,92 +0,07 18,28 91,40 8,6
30 1,92 +0,05 18,28 91,40 8,6

60 1,97 +0,05 18,76 93,8 6,2

e 20 ml solucao tensoativa = 2,1 cm na coluna = 1008é drenagem

Tabela A7. Perfil de drenagem da solucéo de Lautiato de sédio (10 CMC) e a
presenca de eletrélitos.

Altura do
Sol. liqguido na | Volume de Volume de
tensoativa / coluna liquido na liquido na
eletrdlitos TerTwpo (cm) coluna = VLO0) espuma
(min) (Xx5s) (VL) (ml) (VLE) (%)
0 0,9 + 0,56 8,57 42,85 57,15
1 1,6 +0,14 15,23 76,15 23,85
5 1,95 + 0,07 18,57 92,85 7,15
LSS 10 1,95 + 0,07 18,57 92,85 7,15
30 1,95 + 0,07 18,57 92,85 7,15
60 1,95 + 0,07 18,57 92,85 7,15
0 0,77 £ 0,05 7,33 36,65 63,35
1 1,55+ 0,057 14,76 73,75 26,25
LSS/ 5 1,87 £ 0,044 17,80 89,00 11,0
Nacl ! 10 1,89 + 0,054 18,00 90,00 10,0
30 1,93 £ 0,067 18,38 91,90 8,10
60 1,97 £ 0,044 18,76 93,80 6,20
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0 0,50 £ 0,17 4,76 23,8 76,20
1 1,53 £ 0,057 14,57 72,85 27,15
LSS/ 5 1,90 £ 0,0 18,09 90,45 9,55
KBr 10 1,91 + 0,028 18,19 90,95 9,05
30 1,98 + 0,028 18,85 94,25 5,75
60 2,03 £ 0,057 19,33 96,65 3,35
Altura do
liguido na | Volume Volume de
Sol. Tempo coluna | de liquido| X VL (%) | liquido na
tensoativa / (min) (cm) na coluna espuma
eletrolitos (X%s) | (VL) (ml) (VLE) (%)
0 0,95+0,21 9,04 45,2 54,80
1 1,60 £0,077 15,23 76,15 23,85
LSS/ 3 5 1,9 £ 0,035 18,28 91,40 8,60
KNO5 10 |1,92+003 1828 91,40 8,60
30 1,97 + 0,03 18,76 93,80 6,20
60 2,00+0,0 19,04 95,20 4,80
0 1,00+ 0,14 9,52 47,6 52,40
1 1,70+ 0,0 16,19 80,95 19,05
“L“SS/ 1 5 1,92 £ 0,03 18,28 91,40 8,60
MgCl, 10 1,92+0,03 18,28 91,40 8,60
30 1,95+0,00n 18,57 92,85 7,15
60 1,97 £+ 0,03 18,76 93,80 6,20
0 0,10+0,28 0,95 4,75 95,25
1 1,40+ 0,14 13,33 66,65 33,35
LSS/ 190
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LSS/NgHPO, 5 1,80 +0,03 17,14 85,70 14,3
10 1,85+0,0 17,61 88,05 11,95
30 1,85+0,0 17,61 88,05 11,95

Tabela A8. Perfil de drenagem da solucédo do Extraito (10 CMC) e a presenca de

eletrolitos.
Altura do | Volume Volume de
Sol. tensoativa Tempo | liquido na | de liquido | X VL (%) | liquido na
I eletrolitos (min) coluna na coluna espuma
(cm) VL (ml) (VLE) (%)
0 0,15+0,21 1,42 7,1 92,90
1 1,1+0,14 10,47 52,35 47,65
5 1,67 £0,03 15,9 79,5 20,5
EXL 10 1,70 £ 0,0 16,19 80,95 19,05
30 1,82+0,03 17,33 86,65 13,35
60 1,85+0,00 17,61 88,05 12,00
0 0,0+0,0 0,0 0,0 100,0
1 1,05+0,07 10,0 50,0 50,0
EXL) 5 1,67+ 0,03 15,90 79,5 20,5
Nacl Ol 10 | 1,80+0,0] 17,14 85,7 14,3
30 1,87 +£0,02 17,0 89,0 11,0
60 1,90 £ 0,0 18,09 90,45 9,55
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0 0,4+£0,14 3,80 19,0 81,0
1 1,35+0,21 12,85 64,25 35,75
EXL/ 5 1,80 +0,14 17,14 85,7 14,3
KBr r 10 1,82+0,10 17,33 86,65 13,35
30 1,90+0,0 18,09 90,45 9,55
60 1,90 +0,0 18,09 90,45 9,55
Altura do | Volume Volume de
Sol. tensoativa Tempo | liquido na | de liquido | X VL (%) | liquido na
I eletrolitos (min) coluna na coluna espuma
(cm) VL (ml) (VLE) (%)
0 0,1+ 0,28 0,95 4,75 95,25
1 0,95+ 0,21 9,04 45,2 54,8
EXB/KNO 5 5 |1,50+0,07| 14,28 71,4 28,6
Eﬁgg 10 |1,70+0,03| 16,19 80,95 19,05
30 1,82+ 0,0 17,33 86,65 13,35
60 1,90+ 0,0 18,09 90,45 9,55
0 0,75+0,07| 7,14 35,7 64,3
1 1,5+ 0,0 14,28 71,4 28,6
EXB/MgCl 5 [1,92+0,03| 18,28 91,4 8,6
EXL/ 10 1,95+0,0 | 18,57 92,85 7,1
MgCl. 30 | 1,95+0,0 | 1857 92,85 7,1
60 2,0+ 0,0 19,04 95,2 4.8
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EXB/Na,HPO,

EXL/
Na;HPO4

0 0,35+ 0,28 3,33 16,65 83,3
1 1,45+ 0,14 13,8 69,0 31,0
5 1,90+ 0,03| 18,09 90,45 9,5
10 1,95+ 0,0 18,57 92,85 7,15
30 2,05+ 0,0 19,52 97,6 2,4
60 2,05+ 0,0 19,52 97,6 2,4

Tabela A9. Perfil de drenagem da Fracdo 7090 (1Ca/sob a influéncia de

eletrolitos.
Altura do | Volume Volume de
Sol. tensoativa Tempo | liquido na | de liquido | X VL (%) | liquido na
I eletrolitos (min) coluna na coluna espuma
(cm) VL (ml) (VLE) (%)
0 0,08+0,13 0,76 3,80 96,2
1,06 £+ 0,08 10,09 50,45 49,5
5 1,61+0,06§ 15,33 76,65 23,3
Fr. 7090 10 |1,65+0,08 15,71 78,55 21,4
30 1,72+ 0,06 16,38 81,9 18,1
60 1,78 +0,08 16,95 84,75 15,2
0 0,1+0,0 0,95 4,75 95,2
1,2+0,0 11,42 57,1 42,9
Er. 7090/ 5 1,79+0,01y 17,04 85,20 14,8
F NaCl Cl 10 1,90 £ 0,0 18,09 90,45 9,5
30 1,97+ 0,03 18,76 93,80 6,2
60 2,0+0,0 19,04 95,20 4,8
0 0+0,0 0,0 0,0 100,0
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194

1 1,0£0,0 9,52 47,60 52,40
EE:OQO/ 5 1,75£0,0| 16,66 83,30 16,70
| 10 1,85+£0,07 17,61 88,05 11,95
30 1,90 £ 0,0 18,09 90,45 9,55
60 1,90 £ 0,0 18,09 90,45 9,55
Altura do | Volume Volume de
Sol. tensoativa / Tempo | liquido na | de liquido | X VL (%) | liquido na
eletrdlitos (min) coluna na coluna espuma
(cm) VL (ml) (VLE) (%)
0 0,05+0,077 0,47 2,35 97,65
1 1,27 £0,03 12,09 60,45 39,55
Er. 7090/ 5 1,70 £ 0,0 16,19 80,95 19,05
F KNOs 10 1,85+£0,07 17,61 88,05 11,95
30 2,0+0,0 19,04 95,20 4,8
60 2,0+0,0 19,04 95,20 4,8
0 0,35+0,07 3,33 16,65 83,3
1 1,25 £+ 0,07 11,9 59,5 40,5
Fr. 7090/ 5 1,90 £ 0,07 18,09 90,45 9,5
I MgCl 10 | 1,95+00| 1857 92,85 71
30 2,0+0,0 19,04 95,2 4,8
60 2,0+0,0 19,04 95,2 4,8
0 0,2+0,28 1,90 9,5 90,5
1 1,37 £0,24 13,04 65,2 34,8
_ Fr. 7090/ 5 2,05+0,0 19,52 97,6 2,4
Na,HPO,



FR7090/NgHPO,

10 2,05+0,0 19,52 97,6 2,4
30 2,05+0,0 19,52 97,6 2,4
60 2,05+0,0 19,52 97,6 2,4
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