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Resumo da proposta de pesquisa apresentada a BscQaimica da Universidade Federal do
Rio de Janeiro (EQ/UFRJ) como parte integrantexdorte de Qualificagdo para o Doutorado.

RIBEIRO, Bernardo Dias Estratégias de Processamento Verde de Saponinasa d
Biodiversidade Brasileira Rio de Janeiro, 2012. Programa de Poés-Graduagdo e
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicogpl&ste Quimica, Universidade Federal
do Rio de Janeiro.

Saponinas, glicosideos amplamente distribuidosatareza, incluem um grupo diverso de
compostos caracterizados por sua estrutura trite@®u esteroidal e um ou mais agucares a
esta ligada através de glicosilacbes. Sua diveatsidestrutural € refletida por suas
propriedades fisico-quimicas (formacdo de espummylsificacdo, solubilizacdo, adocante,
amargor) e biolégicas (hemolitico, antimicrobianmlusquicida, inseticida, ictiocida), que
sdo exploradas em vérias aplicacdes nas indusiiagnticia, cosmética e farmacéutica e
também em biorremediacdo de solos. Algumas plantasp Quillaja saponariae Yucca
schidigera s@o exploradas comercialmente para extracdo genisas, utilizadas na
emulsificacdo de bebidas ou em sintese de drot@®iesis. As duas plantas, porém, ndo séo
brasileiras: uillaja saponariaé nativa do Chile e ducca schidigerado Mexico.

Os objetivos desta tese consistem na busca porriasapgimas vegetais oriundas da
agrobiodiversidade brasileira que possuam saponto&s potencial de aproveitamento
econdmico. Para isso, duas plantas, no maximay sefécionadas pela comparacéo das suas
propriedades fisico-quimicas e antimicrobianasstaseserdo caracterizadas e utilizadas como
matéria-prima para o estudo e desenvolvimento deduog de extracao e concentracao verdes
das saponinas. Posteriormente, serdo realizadtes tde aplicagdo das saponinas como
ativador e/ou inibidor enzimatico para uso em afitoe e/ou cosmeticos.

Das 38 plantas avaliadas por critérios tais corno de saponinas e seus respectivos indices
de emulsificacdo, tensdo superficial, atividadenaintobiana, além da sua sustentabilidade,
duas foram escolhidas: jud e sisal. Com isso,efalizada a caracterizacdo destas saponinas,
determinando suas concentracbes micelares critig2sICs), 1,11 e 0,54 ¢g/L,
respectivamente, e avaliando a sua variagao pdlaémeia de pH, temperatura e
concentracdo de NaCl; atividade antioxidante, cerggldo com colesterol e composicao das
saponinas por espectrometria de massas. Foranddsstaetodos de extracdo com etanol
30%, liquidos ibnicos, solventes eutéticos, alénexdeacdo micelar com Triton X-100 e com
auxilio de ultrassom. Destes métodos, a extrac@&elaritendo como condigbes em relacao as
saponinas de jua: 38,8°C; 1 h; 0,272 (relacéo qiweste), 300 rpm, 15% Triton; e em
relacédo as saponinas de sisal: 50°C; 4 h; 0,168:&® sisal/solvente), 200 rpm, 7,5% Triton,
obteve recuperacdes de 90,8 e 98,4%, respectivamsahdo o método escolhido para
concentracdo por ponto de névoa. A extracado orbitaples, com mais 2 reextracdes, em
condicfes similares, foi mantida para estudo dosdod& de concentracdo por coluna de
espuma e separacdo por membranas. Dentre os métedosncentracdo estudados, o de
ponto de névoa obteve a maior seletividade, comdescarbonato de sodio 20% para a
separacado bifasica, e Amberlite FPX-66 em condighiesentes para as saponinas de jua
(46,8°C e 25,1%) e de sisal (40,8°C e 25,4%) derddtmin para remocédo do Triton, tendo
como fatores de concentracédo 10,6 e 6,6, respewive. Com os testes de alteracdo de
atividade enzimatica, hidrélise s sintese, as sapsrpodem ser aplicadas em alimentos ricos
em proteinas, favorecendo a producdo de hidrolsgdotéicos; aditivo para hidrélise de
materiais amilaceos; auxiliar na sintese de ésti¥asadeia curta; farmacos antiobesidade e
ativos cosmeéticoantiaging
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Abstract of the research proposition presentedh& Escola de Quimica of the Universidade
Federal do Rio de Janeiro (EQ/UFRJ) as one of #dwuirements to fulfill the Qualifying
Examination for the Doctorate.

RIBEIRO, Bernardo Dias Estratégias de Processamento Verde de Saponinas d
Biodiversidade Brasileira Rio de Janeiro, 2012. Programa de Poés-Graduagdo e
Tecnologia de Processos Quimicos e Bioquimicogpl&se Quimica, Universidade Federal
do Rio de Janeiro.

Saponins, glycosides largely distributed in natunejude a diverse group of compounds
characterized by their structure with a steroidairiberpenic aglicone and one or more sugar
molecules bound to the aglycone through glycosyiicages. This structural diversity is
reflected by their physicochemical (foaming, enfidation, solubilization, sweetening,
bitterness) and biological properties (hemolytiatiraicrobial, molluscacide, insecticide,
ictyocide), which are explored in many applicatiansfood, cosmetic and pharmaceutical
industries and also in soil bioremediation. Somantd, asQuillaja saponariaand Yucca
schidigera are commercially explored for saponin extracaod are used in emulsification of
beverages or in steroidal drugs synthesis. Howebethh are not Brazilian species: the
Quillaja saponariais from Chile and th& ucca schidigerafrom Mexico.

The aims of this thesis consist in the search getable raw materials obtained from the
Brazilian agrobiodiversity which have saponins wijbtential for economic explotation.
Thus, two plants will be selected by comparisortheir physicochemical and antimicrobial
properties, and these will be characterizated asetl tlas raw material for the study and
development of green extraction and concentrati@hods of saponins. Afterly, tests for
saponin application as enzymatic activator andibibitor for use in food and cosmetics were
carried out.

From 38 plants evaluated by criteria such as sagonbntent and their corresponding
emulsification index, surface tension, antimicrolaativity, besides of sustainability, two
were chosen: jud and sisal. Then, the saponins @rereacterized, determining their critical
micellar concentrations (CMCs), 1.11 and 0.54 glespectively, and evaluating their
variation due to influence of pH, temperature andCN concentration; besides their
antioxidant activity, cholesterol complexation ansBponin composition by mass
spectrometry. Extraction methods were tested witiareol 30%, ionic liquids, eutectic
solvents, besides micellar extraction with TritorlB0 and assisted by ultrasound. From
these methods, micellar extraction with conditioglated to jua saponins: 38.8°C; 1 h; 0.272
(jud/solvent), 300 rpm, 15% Triton; and related disal saponins: 50°C; 4 h; 0.166
(sisal/solvent), 200 rpm, 7.5% Triton, had obtaineztoveries of 90.8 and 98.4%,
respectively, which it was chosen to continue oudl point concentration. Orbital extraction,
with two more reextractions in similar conditiongjas maintained to the study of
concentration methods foam cloumn and membraneratépa Between the concentration
methods, cloud point concentration had the highdecsvity, with the use of sodium
carbonate 20% for biphasic separation, and AmeeARX-66 in different conditions for jua
(46.8°C, 25.1%) and sisal (40.8°C, 25.4%) sapathimsg 30 min for Triton removal, having
as concentration factors 10.6 and 6.6, respectivéjth tests of enzymatic activity
modification, hydrolysis and synthesis, saponins loa applied in protein-rich food, favoring
protein hydrolysates production; additive for hygsts of starchy materials; aid in the
synthesis of short chain esters; antiobesity daimgscosmectic antiaging active.

Vil



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Estrutura geral de surfactantes ...............uuuveeiiiiiiiii e 24
Figura 2 — Formas micelares (Rosen & Dahanayak®))20.............cccooeveiiiiiiiiiiiiiiiiiinnnns 25
Figura 3 - Estruturas de agliconas de saponinasogsais (R = oses) (Vinckest al, 2007) 30
Figura 4 - Estruturas de agliconas de saponinasgénicas (Vinckest al, 2007)............... 30
Figura 5 — Esquema geral da via do mevalonato (E,RI009)........cccooeeeeiiieiriieiieeeeirsn 33

Figura 6 — Biossintese das agliconas triterpéreécasteroidais. Enzimas: LS (lupeol sintase);
B-AS (B-amirina sintase)i-AS (a-amirina sintase); DS (damarenediol sintase); CS
(cucurbitadienol sintase); CyS (cicloartenol sigjakaS (Lanosterol sintase); EHC
(Esqualeno-hopeno ciclase); ED (esterol demetil@stsrol 14-demetilase, esterdf-
redutase e esterol C-4 demetilase) (Dewick, 2009)........ccoouriiiiriiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeieeaens 34
Figura 7 — OrientacOes possiveis de saponinaderace agua-ar (Stanimiroeaal, 2011)

Figura 8 — Esquema das alteracdoes na membranar gelumovido pela interacdo saponina-
colesterol (AUQUSEIRE @l, 2011) ...cooeeiiiiiieeeeeeeeiie s e e 31.
Figura 9 — Saponinas de raizes: (A) Acido glicimieo, (B) Periandrina |, (C) Ginsenosideo
Rb1, (D) Fafosideo B, (E) BetavulgaroSideo . ..........ccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieecccee e e e 46
Figura 10 - Saponinas de bulbos e tubérculo: (Apgsideo B (Alho); (B) Aliospirosideo D
(Cebola), (C) Saponina esteroidal de alho poré,S&)onina esteroidal de lirio; (E) Dioscina.

........................................................................................................................................ 48
Figura 11 — Saponinas de cascas de tronco: (A)rfdaggeral de quilaia (R pode ser xilose,
ramnose ou apiose); (B) Jujubosideo sulfatadoS@ppnina 1 de unha-de-gato................... 50
Figura 12 — Saponinas de folhas: (A) AsiaticosidBdHederasaponina C; (C) Teasaponina
B1; (D) Matesaponina 1; (E) Dongnosideo E; (F) Qaagulosideo ..............cccceeeeeeeeenn. 52..
Figura 13 — Saponinas de flores: (A) Heliantosile@@) Calendasaponina A...................... 53
Figura 14 — Saponinas de frutos: (A) Terrestrodin®) CAY-1, (C) Melongosideo O, (D)

0 T 1S Lo [=To N N PP OPPRPRRR 55

Figura 15 — Saponinas de sementes: (A) EscinB)IA(naranthus-saponina I; (C) Saponina
triterpénica de quinoa; (D) Avenacosideo B; (E)sBtilla saponina D (Guarana); (F)
Soyasaponinag (encontrada em soja, grao-de-bico, ervilha, awiemé lentilha); (G)

Azukisaponina VI; (H) PhaseoloSidE0 1. .....ccuueeeiiiiiiiiiiiiieeeiec e e e 57
Figura 16 — Interface entre solucdo com bolhagperea em uma coluna de espuma............ 67
Figura 17 — Preparo do extrato riCO €M SAPONINAS cu..vvvrrnunaiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeenniennnneeeennnns 70

Figura 18 — Determinacédo de CMC dos extratos ecosaponinas através do tensiébmetro.93
Figura 19 — Determinacédo de CMC dos extratos eosaponinas pelo método

L0810 [T 0= 1 o o 93
Figura 20 - Curvas de contorno fixadas no pontoimédeitos de pH, temperatura e
concentracdo salina sobre 0 CMC das saponinafde. jU..........uueeereeeieeeeeeeeeeeeees oo 96
Figura 21 - Curvas de contorno fixadas no pontoimédeitos de pH, temperatura e
concentracdo salina sobre 0 CMC das saponinasa@e.Si..........ccccceeeeiivieeeeeeeeeeeees o 98
Figura 22 — Saponinas do jua (Tabela 19) ..o 103
Figura 23 — Saponinas do sisal (Tabela 19).......cccccceeiiiiiiiiiiiiiieee 104
Figura 24 — Espectro de massas da di0SgeNINGaua e oo veeeeeeiiiiiiieiiiiiiiii e 105
Figura 25 — Espectro de massa das saponinas dQ.jua...........ccceeevvvvrvvnnnniinneeseeeeennnnns 106
Figura 26 - Espectro de massa das saponinas do.SiSa.........cccoevveeeeeeiiiiiiiiiiiicceee e, 107

Figura 27 — Avaliacdo das proporc¢des entre agtian®lena extracao das saponinas do jua.
Parametros fixos deste ensaio de extracdo: Retagf@ia-prima/solvente de 1/5 (0,2); 50°C;
1200 I o] o B g o > T 108

viii



Figura 28 — Avaliacdo das proporc¢des entre agtan®lena extracdo das saponinas do
residuo mucilaginoso de sisal. Parametros fixoeedassaio de extracdo: Relagdo matéria-

prima/solvente de 1/5 (0,2); 50°C; 200 rpm; 4 NOLAS.........cuvurueiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee 108
Figura 29 — Superficies de resposta fixadas noop@timno: efeitos de temperatura, relagéo
jué/solvente e velocidade de agitacéo sobre agéixtrdas saponinas de jua.................. 10..1
Figura 30 — Avaliacao da cinética de extracdo gersiaas do jUd.........ccccceeeeeeeeeeeniine 111
Figura 31 — Avaliacdo da cinética de extracao gersaas do sisal .............ccceeeeeeveene. 112
Figura 32 — Avaliagdo do numero de reextra¢cdesgersnas do jua e do sisal.................. 113

Figura 33 — Diagramas de Pareto do planejamenioistara para extracdo de saponinas de
jua. (A) Recuperacao de Saponinas (%), (B) Setktde (Relacdo Saponinas/Compostos
111010 ] o0 1) 116
Figura 34 — Curvas de contorno do planejamentoideima para extragdo de saponinas de
jua. (A) Recuperacao de Saponinas (%), (B) Setktde (Relacdo Saponinas/Compostos
LE=2 L0 [Tole 1) P PPPEPRPPRPRPRR 116
Figura 35 - Diagramas de Pareto do planejamentoiskeira para extracao de saponinas de
sisal. (A) Recuperacédo de Saponinas (%), (B) Selatie (Relacdo Saponinas/Compostos
171010 ] o 0 1) 117
Figura 36 - Curvas de contorno do planejamentoideuma para extracao de saponinas de
sisal. (A) Recuperacédo de Saponinas (%), (B) Selatie (Relacdo Saponinas/Compostos

L1201 [ Tole 1) P PPPEPRPPRPRPRR 117
Figura 37 — Cinética de extracao de saponinasqheerstes eutéticos. (A) Recuperacao de
Saponinas (%), (B) Seletividade (Relagdo Sapor@uaspostos fendlicos).......cccccvvveeenn... 118
Figura 38 — Influéncia da relacdo matéria-primassale na extracdo de saponinas............ 119
Figura 39 - Influéncia da temperatura na extragieahoninas ...............eeeeieiiieeeeeeeaae 119
Figura 40 — Comparacao dos métodos de extracdelag@o a recuperacao de saponinas do
JUBL ettt ettt ettt e et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e are————eeeeeeeaeeaaaaaaaannnnnnnrrrreneees 120
Figura 41 - Comparacgdo dos métodos de extracaelegép a recuperacdo de (a) fenais e (b)
ACUCAIES FEUULOIES. ....eeevveteeueee s e 22 e e e e e e e e eeeeaesssansssa s s eaeeeeanaaaasaaeaaaaeeeeseeesssssnnnns 121
Figura 42 — Avaliacao da variagcdo da concentragabriion X-100 sobre a recuperacao de
STz ToL0 ] 1T = T30 L= U - PSSR 122
Figura 43 — Comparacao dos métodos de extracdelag@o a recuperacao de saponinas do
5] 7= | 122
Figura 44 — Avaliacao da variacdo da concentragabriion X-100 sobre a recuperacao de
STz 1010 1T F= TSR0 L= ] 7= | 123
Figura 45 — Avaliacao da capacidade de remocéaaitnTX-100 dos extratos concentrados
de sisal por adsorventes. (A) SiSal, (B) JUummeeaereriiiiiiieeeeieiiieieeeiiiii e 126
Figura 46 — Otimizacao da remocao de TritonX-10®fdaes supramoleculares de sisal (A) e
L= (=) ISP PPPPPPPPPPPRPR 127
Figura 47 - Cinética de adsorcao de Triton X-10€fages supramolculares de sisal (A) e jua
(=) PP TP TRTTPRRP 127
Figura 48 — Otimizacdo dos parametros da conceéitrde saponinas de jua por coluna de
2] 010 4 = PP UPPRTRPPPPN 131
Figura 49 — Otimizacao dos parametros da conceéigrde saponinas de sisal por coluna de
2] 010 1 4= PP PP UPPPTR PPN 133
Figura 50 — Avaliacao da vaz&o para concentrac@apleninas de jué (A) e sisal (B) por
(o0 [0 F= 0 L= 2] o] | g - SRS PPPPRR 134
Figura 51 - Avaliacdo de pH para concentracdo gersaas de jua (A) e sisal (B) por coluna
(0 L= 2] 011 0= USSP 135
Figura 52 - Avaliacdo da presenca de anéis de Rpgala concentracdo de saponinas de jua
(A) e sisal (B) por coluna de @SPUMA ......uuuuueiiiieiie e eeeee et ereeee s e e e e e ae e 135



Figura 53 — Operacéao de coluna da espuma. (A) F@onda espuma, (B) Coleta, (C) Inicio

de instabilidade da espuma e (D) FIM dO ProCeSS0.cc. .. uiiiiiieeeeieiiieeeeeieiiiiii e 136
Figura 54 — Cinética de concentracdo de saponm@sadoor coluna de espuma (A)

utilizando um gradiente de vazao de ar (B) cccceeeeoooeeeiiiiiiiiiiieiii e 137
Figura 55 - Cinética de concentracdo de saponi@assdl por coluna de espuma (A)

utilizando um gradiente de vazao de ar (B) cccceeeer oo 137
Figura 56 — Operacéo de um sistema de ultrafilr&pd escala de bancada........................ 138
Figura 57 — Cinética de concentracdo de saponmraslfpafiltracdo ..................ccoeeeeiveee 139
Figura 58 — Alteracao da atividade amilasica dapatina por diferentes teores de saponinas
de jua (A) e de sisal (B). Concentragdo enzimAalEBo ..........ccccvvvvvvviiiieeieieeeee e e s e 141
Figura 59 - Alteracdo da atividade proteasica degatina por diferentes teores de
saponinas de jua (A) e de sisal (B). Concentragdorética: 0,5% .......eeeeeeeeviiiiiiiiim 142
Figura 60 - Alteracdo da atividade lipasica da peettta por diferentes teores de saponinas
de jua (A) e de sisal (B). Concentragdo enzimAalEao ..........ccccuvvvvviiiiiiieeieeeeee e s e 142
Figura 61 - Alteracdo da atividade da colagenaséliperentes teores de saponinas de jua (A)
e de sisal (B). Concentracao enzimatica: 0,5%............cccoecvuvrriiiiiiiiiiiiieeeee e 144

Figura 62 — Alteracao da atividade amilasica (Adtgasica (B) e lipasica (C) da pancreatina
por diferentes teores de diosgenina e das agliamasi e de sisal. Concentracdo enzimatica:

0,00 1ottt ————— ettt e e 44 e Rttt e e e e e R b et teeanntb et e e e e e e e nbnteeeeeeannnraeeeas 145
Figura 63 - Alteracdo da atividade da colagenaséliferentes teores de diosgenina e das
agliconas de jua e de sisal. Concentracao enzm&BY0 ...........cvvvvvvveiiiieeeeeeeeee e s 146
Figura 64 — Hidrélise de materiais protéicos pargpeatina por diferentes teores de
saponinas de jua (A) e de sisal (B). Concentragdorgtica: 0,5% ...........cccevvvvvvvvvviinim 147
Figura 65 - HidrdGlise de materiais protéicos pqvgiaa por diferentes teores de saponinas de
jua (A) e de sisal (B). Concentracdo enzimaticaM),...........cccevvvrereereerinininiise e e 147
Figura 66 - Hidrdlise de gelatina por colagenase dijerentes teores de saponinas de jua e
de sisal. Concentragao enziMAtiCa: 0,5%0.......ceeuiiiiiuiiiiiieeiiiiiieee e 148
Figura 67 - Hidrdlise de matérias amilaceos pocpaatina por diferentes teores de saponinas
de jua (A) e de sisal (B). Concentragdo enzimAalEao ..........ccoccvvvvvviiiiieeeieeeeeee s e 149
Figura 68 - Hidrolise de matérias amilaceos porgetapor diferentes teores de saponinas de
jua (A) e de sisal (B). Concentragdo enzimaticaM,.............coeeeveeiiiiiiiiiiiiiiiireeeeemeee 150
Figura 69 - Hidrolise de materiais lipidicos ponpeeatina por diferentes teores de saponinas
de jué e de sisal. Concentragdo enzimatica: 0,5%...........cccuveeiieeiiiiiiiiiiie e 151
Figura 70 - Hidrdlise de materiais lipidicos popbzyme CALB por diferentes teores de
saponinas de jua e de sisal. Concentracao enzan@tso ..............oooeeeiiiiiiiiiineees 151
Figura 71 — Sintese enzimatica de acetato de [{jla estearato de etila (B) por diferentes
teores de saponinas de jua e de sisal. Concenteagé@uatica: 0,5%............ccceeeeeeieinnnn 152
Figura 72 — Extratos metanolicos das plantas atlis nesta tese.........ccccccvvvveiienieeenn. 182
Figura 73 - Atividade antimicrobiana por difusdm égar. Resultados positivos, 17: Jua e 47:
A | o RSO PPRRP 183
Figura 74 — MS/MS de alguns picos relativos assismas do sisal ............ccoovvvveeiininne 184
Figura 75 — MS/MS de alguns picos relativos asS@@s do JUA............ccceeeeeeiiieeeeeeenen. 185

Figura 76 — Extracdo de saponinas de sisal (A)jeaéB) utilizando liquidos idnicos e
analogos contendo ChCl/aditivo 1/2 molar, e co-aigs sendo a esquerda agua e a direita
(23 = T o] IR 10 PRSP 186
Figura 77 — Exemplos da aplicacédo de diferentespsaia concentracdo de saponinas de sisal
(A) e de jua (B) por ponto de névoa. (1) citratesddio, (2) NaCO;3, (3) NaHCQ, (4)

NANG3, (5) (NH) 2SO wevveeiieeieiitiiiee ettt e e s st e e e e e e e e e e et eeeeessnnnnneeens 187
Figura 78 — Interacdo das saponinas com lipasa {semelha)............ccccovvviiiiiiiinnenn. 187



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Distribuicdo de saponinas em algumascespvegetais ......cceeeveeeeeeeeeeeeeeeee 31
Tabela 2 — Concentracao inibitéria minima (CIM)pssiveis saponinas presentes em

Lo = L (0 TSIV T0 = = 1SR 39
Tabela 3 — Exemplos de metabdlitos extraidos gardds iONICOS ........ceeeeeeeeeeeeiiiiiiiimems 63
Tabela 4 — Plantas utilizadas para 0 estudo denB&Em)............ccovvvvreeeerrrerinnnn s e 68
Tabela 5 — Andlise da variacdo de CMC utilizan@gmgjamento composto central .............. 78

Tabela 6 -Otimizagdo da extracéo de saponinas do jua utdizgtanejamento composto centr8il
Tabela 7 -Planejamento de misturas de extracédo de saporondigipidos idnicos ou analogos. 82
Tabela 8 — Otimizacdo da adsorcédo de Triton dastest concentrados utilizando

planejamento COMPOSLO CENTIA ..........uuu e e e 84
Tabela 9 — Planejamento composto central explocatidr concentracdo de saponinas por
COIUNA T8 ESPUMIA. ....cciiiiiiiiiiiiiiiii et e e e e e e e e e e e e e e e eeeeeaeeebbaas s s e e e e e e e eeaeeeaeeeees 85

Tabela 10 Planejamento composto central da concentracaopd@isas por coluna de espumzB5
Tabela 11 — Comparacao do teor e atividade surfectias saponinas das matérias-primas

01111122 T b= TR PPPPPP 89
Tabela 12 — Atividade antimicrobiana dos extratmsdifusdo em agar ............cccvvvveeeeee. al..
Tabela 13 — Comparacao dos CMC dos extratos rioosa@oninas obtidos por dois métodos
(01153 1] 1 (0 1 RS PRPPPPP 94
Tabela 14 — Resultados da anélise da variacédo de €Mnséo critica dos extratos de jua e
sisal utilizando planejamento composto central iesca Tabela 5............oooeeiiveiiiieee, 94

Tabela 15 ANOVAs com modelo completo e ajustado para variafi@MC do extrato de jua 95
Tabela 16 ANOVAs com modelo completo e ajustado para variaf&@MC do extrato de sisd)7

Tabela 17 — Atividade Antioxidante dos extratogudee de sisal .........cccccevveeiiiieeiiirieene. 99
Tabela 18 — Concentracédo inibitéria minima dassi@ps de jud e de sisal ..................... 1.10
Tabela 19 — Dados de m/z de saponinas de JUAisale.S.............ccevvvveviiiiiieiieeeeeeeeenn. 102
Tabela 20 — Comparacao dos rendimentos (saporfémgss e acucar redutores totais) da
extracdo de saponinas de jua e de sisal utilizptadejamento composto central............... 109
Tabela 21 - ANOVA com modelo ajustado para extralgieaponinas do jud ................... 109
Tabela 22 - ANOVA com modelo ajustado para extratgisaponinas do sisal .................. 111
Tabela 23 — Comparacao dos métodos de extrac&alaibiples e Soxhlet das saponinas de
18 = S0 [T 1> | RSP 112
Tabela 24 - Comparacgdo do poder extrativo de laguidnicos e analogos em relacéo a

Y= 1010 11 = 1 114
Tabela 25 — Resumo da comparacdo dos métodosrded@xtas saponinas............cc......... 123
Tabela 26 — Avaliacdo de sais na pré-concentragépgnto de névoa de saponinas de jua e
0B SISAI ...t e e e e ta e e e ae e aaaaan 124
Tabela 27 — Avaliacdo da concentracédo de carba®asddio na pré-concentracdo por ponto
de névoa de saponinas de jua e de sisal ... . 125
Tabela 28 — Comparacao dos rendlmentos (saporhﬂms e agucar redutores totals) da
extracao de saponinas de jua e de sisal utilizpteheejamento composto central............... 127
Tabela 29 — Avaliacdo do reciclo de adsorvente parecao de Triton X-100 .................. 128
Tabela 30 — Avaliacao de alternativas ao Triton0€-para separacgéo bifasica aquosa de

Y= 1010 11 = 1P 129
Tabela 31 — Resultados do planejamento explorapéria concentracdo de saponinas por

(o0 (0T F= 0 L= =] o] | g USSP PPRP 130
Tabela 32 — Comparacao dos métodos de concentiagEaPONINAS..........uvvvveeeeieeeereeennn. 9.13

Tabela 33 — Atividade enzimatica da pancreatina eothgenase sem adicdo de saponinas 140

Xi



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

ABTS Acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6{émico)

Ac Anion Acetato

Amim Cation 1-Alil-3-metilimidazolio

APL Anteprojeto de Lei

a-AS a-Amirina sintase

B-AS B-Amirina sintase

ATCC American Type Culture Collection

ATP Trifosfato de Adenosina

BHI Brain Heart Infusion

CBM Concentracdo Bactericida Minima

CDB Convencdao sobre Diversidade Biolégica

CFM Concentracao Fungicida Minima

CGEN Conselho de Gestédo do Patrimbnio Genético

ChCl Cloreto de Colina

Cll Concentracao Inibitoria Infinita

CiM Concentracéo Inibitéria Minima

CIMA Centros Irradiadores de Manejo da Agrobiodiversidad
CLM Concentracdo Letal Minima

CLSI/NCCLS Clinical and Laboratory Standards Institute/Natior@dmmittee for Clinical Laboratory Standards
CMC Concentracdo Micelar Critica

C,mim Cétion 1-alquil-3-metilimidazélio

CNPq Conselho Nacional de Desenvolvimento Cientiéid ecnoldgico
CONABIO Comisséo Nacional de Biodiversidade

CS Cucurbitadienol sintase

CyS Cicloartenol sintase

DBU 1,8-diazabicicloundec-7-eno

dca Anion dicianamida

DDMP 2,3-diidro-2,5-dihidroxi-6-metil-4-piran-4-ona
DIMCARB N,N-dimetilamonioN’,N’-dimetilcarbamato

DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido desoxirribonucléico

DPPH 1,1-difenil-2-picril hidrazil

DS Damarenediol sintase

EAM Extracdo assistida por microondas

ED Esterol demetilases

EDsq Dose efetiva

EE Esqualeno epoxidase

EGCG Epigalocatequina galato

EHC Esqualeno-hopeno ciclase

ELP Extracdo liquida pressurizada

Embrapa Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria

ER Efetividade Relativa

ESI lonizagdo por Eletrospray

Fiocruz Fundacédo Oswaldo Cruz

FPP Pirofosfato de farnesila

I mas Densidade superficial maxima

GC-MS Cromatografia em fase gasosa acoplada atespetria de massas
GGPP Pirofosfato de geranilgeranila

HPLC High Pressure Liquid Chromatography

IBAMA Instituto Brasileiro do Meio Ambiente e doeBursos Naturais Renovaveis
IBD Instituto Biodinamico

ICMBIo Instituto Chico Mendes de Conservacao dadBiersidade

Xii



Imaflora
INCRA
IPP

L.A.

LaS

LI

LS

MEP
MMA
MOPS
NTf,

PEP

PEG
PPBio
PROBIO
PROBIO I
PUC
PVPP
Span 20
TPP
Triton X-100
Tween 80
UDP
UFC
UFGC,
UFSC
Unicamp
Unifesp
UNIFOR
uv-viIs

Instituto de Manejo e Certificacdo Floedst Agricola
Instituto Nacional de Colonizacdo e Reformgrdia
Isopentenila difosfato

Lirio hibrido das espécies longiflorum e aisiat
Lanosterol sintase

Liquidos idnicos

Lupeol sintase

Metileritritol fosfato
Ministério do Meio Ambiente

Acido 3-[N-morfolino]propanosulfénico

Anion bis(trifluorometilsulfonil)imida
Fosfoenolpiruvato

Polietilenoglicol

Programa de Pesquisa em Biodiversidade

Projeto de Conservacéao e Utilizacdo Sustehtta Biodiversidade Brasileira
Projeto Nacional de A¢des Integradas RaGHPrivadas para Biodiversidade

Pontificia Universidade Catdlica
Polivinilpirrolidona insoluvel
Monolaurato de sorbitana
Tiamina difosfato
Etoxilato de octilfenol
Polioxietileno monooleato de sorbitana
Uridina-5'-difosfato
Universidade Federal do Ceara
Unidade Formadora de Colonia
Universidade Federal de Santa Catarina
Universidade Estadual de Campinas
Universidade Federal de Sao Paulo
Universidade de Fortaleza
Ultravioleta-visivel

Xiii



SUMARIO

CAPITULO 1 — INTRODUGAO. ...t 17
CAPITULO 2 — REVISAQO BIBLIOGRAFICA ..ot i, 24
2.1) SURFACTANTES ..ottt ettt e ettt e e e e e e srnnt e e e e e e e e e e bbb aeeeeeeas 24
2.1.1) CaracteriStICAS GEIAIS.........ccuurrirteeiiiiititeesisitaeeeessasteeeeesaastaeeaeesasttreeeeeasnssbaeeeeasansereeesennsees 24
P ) I o (o] o g [=Te F= 1o 1= EUURUUTTTRTR 25
2.1.2.1) FOrmMAaGA0 A€ ESPUMIA......uuueiieit ittt ettt e e e e e e e e e e et e e e e e e aaaaaaaeaaaaaaan 25
2.1.2.2) MolhamentOW/EIHING .......oooe ittt ee e e e e e e e e e e e e e eannas 26
2.1.2.3) EMUISITICACAO € DISPEISAOD ... .uvveuuemeeeieeiiiiiiiiiriirrertetaeeaeeeasesssssssssnsseseerrreeraeaaeaeaaessesannanns 26
N I Ao [T o PSPPSR 6.2
P2 785 IR Yo 111 o 2= Vo Vo J S 26
P2 I ) IV AT oo ] T = Lo [ 26
2.1.3) Classificacio dOS SUMACIANTIES.........ccciii i e e e e e e e e e e e e e e eeeaan 27
2 T T 1) TR 1 =1 o 01 S 27.
P20 I 0 1) N 1 o T 1o o 1= P PPPRSRTR 27
P2 I N 2 O 11T 1ot o SRS 27
FZ R T G ) Y {0 (=Y o RSP ERR 27
P20 I 0 T - To T Lo oo L3P PPPTURTP 28
P I ) B - (1 =TSP PPS 28
2.1.3.2.1) De 0rigem MICrODIANA ...........uieeeeeeriiiiiiiiiiee e e rr e e e e e e e e e e e e e 28
2.1.3.2.2) D€ Origem VEOETA .....ccei it cecemme ettt e e s a e e e e e e e e e 28
2.2) SAPONINAS ...ttt ettt e e o4 4o e bbbttt e e e e e e s snanee e e e e e e e e e bbb e e et e e e e e e e e aaans
P2 ) I oo S I 1 v ] o U o= T J PR
2.2.2) BIOSSINIESE ...t ittiiti e ettt et e et e et e e e e e e e e e et e e e e e ——e e e e et baraaeeaatrareaeeeannres
ARG ) I o (o] o] [ Te F= 1o =T3PPSR TURT TR
2.2.3.1) Propriedades micelares
2.2.3.2) Interagdes com Esterois
2.2.3.3) INteracies COM PrOtEINGS ........veecceeieiiieeieiiiiie e e s sttt e e s e e e et e e e e s eneaaee e e s snneneeeees 41
2.2.3.4) MOdIfICACOES ESIIULUIAIS .....vvveiieeeeereeereeeeeeees e et iessestae et eereeeaaeeessassaaasnnnnnnrennnnneeeereees 41
P T8 T I ) (o =Y 2SR 24
2.2.3.6) Atividade ANtIOXIAANTE ........ciiiiieeeeeieiieeee e e e e e e e e e ere e 43
2.2.3.7) OULras PropriCdaUES ........eevvisieecmmme e e e e e ettt e et eeaeeeeasess st aateeerererraeaaaaaeeeeeas 43
2.3) FONTES DE SAPONINAS. ... .ttt ettt e e e s et e e e e e e e e e e aaans 44
2.3.0) RAIZES...ci it ittt e e e e e et e e e e e et a—aae e et tateaaeeaaraaaaeeeearrrraaaeeaas 44
PR I I O 10 | = PP PEPRRT 47
PR I ) I o] g T TP 50
R B I (o] L TP 53
R B I 11 (0P PEPRRT 53
P2 5 RS 1= 0 0= = PSRRI 55
2.4) METODOS DE EXTRAGAD ....cooiviieieeeeee ettt sttt ets et e e stesteaesas s e sen e 58
P ) I 1 - Vo= Lo I 1o =] SRR 58
2.4.2) Extracao assistida por Energias NAO-TEIMUCAS. ........ccvvrrreeeiiiiiiieeeesiiiiiieeessiineeeeesssrnreeeeesans 59
2.4.3) Extrac8o por SoIVeNntes PreSSUMNZAM0S. ....couiii ittt 61
2.4.4) EXtracao por LiQUIAOS 0NICOS. . ..ciiiiiiiiiieee ettt e e s sttt e e s ssieee e e e s s sntaaeeeeessntsaeeaeessnebaneeeesanes 62
2.5) METODOS DE CONCENTRAGAO.........coiiiieeteeeee et ettt ennnanae e, 64
2.5.1) SeparaCao POr MEMDIANAS. ........uuuuiiiiieiiiiieieteeeeeee e e e st ssseeaeer e errreeaaaaeaesassessanansnnnnrenneees 65
2.5.2) Separacao por Sistemas AQUOSOS BIfaSICOS........cccccurrriiiiiiiiiiiii e ee e eesse e e e e 65
2.5.3) Fracionamento por Coluna de ESPUMA..........ccccciueiiiiiiiiieiie e e e e e e e ee s s e ereereeeaeeaeee s 66
CAPITULO 3 — MATERIAIS E METODOS.........coo i, 68
00 Iy T N I 1 68
3.2) EQUIPAMENTOS ...ttt ittt sttt e e e e e e e bbbttt e e e e e e e s rmmnee e e e e e e e s nnabbeeeeeaeeas 69
3.3) METODOS ANALITICOS ..ottt sttt ee s 69



3.3.1) Teor de SAPONINAS TOALS........iiii ittt e et e e e e e e e e s e et et e et e e eeaaaaaaeaeesaaaaasnnrenes 69

3.3.2) Teor de Compostos Fendlicos Totais (0U FETOLAIS)...........cevivieiiiiiieiiiee e 71
3.3.3) Teor de AgUcares RedULOreS TOLALS..........ciieiciieiriiiiiiie e e e e e e e e s s s s e e e e e e e aeaaeeaae e 17
3.3.4) INdIice de EMUISIICAGAQ . ........civeiveeeeeeee ettt ste ettt e et et eee e e et e e eee e e e etesaeeeaeeeens 71
3.3.5) TENSA0 SUPEITICIAL . ..vveeeiiiiiiiiieie e e e e e ae e e e e e e s e e s e annns 72
3.3.6) Atividade AntimICIrODIANG...........ccii e e e e e e e e e e aaeaaeaeeseeanernnrnnes 72
3.3.7) Concentracdo Micelar CritiCa (CMEQ)....uuuuueeieieeieieeeeee e e e e e e ee e ceenrrer e e e e e e e e e e e e e e e s e s s sennennneeeneees 72
CRCTRC ) AN 11/ o F= To (I AN ) 1[0 ([ - 0 /= PR 72
3.3.9) DeterminaGao dO CoOIESTEIOL...... .. e 73
3.3.10) Determinacao de TrtON X-T100.........uuuuiiiiiiiiiieiiee et et e e e e e e e e e e e e e e e e eaaaaaaaaeeaaeaaaannns 73
3.3.11) Produc&o de Agliconas por Hidrolise ACIHA...............ccceeeeeeieeueeeeeeeeeeeeeeee e 73
R I 2 N1 \Vi o o Yo [N o o £ =i T PSPPSR 74
3.3.13) Determinacéo do Grau de HidroliSe (& SKEKES..........uvveeeiiiiiiiiee et e e e eeieee e siaee e 75
3.4) PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS ... oottt e 77
3.4.1) Screening de MatEriaS-PriMaAS........uuuuurreiriirieeeeeeeeeiiiesiissrrrrerererrreaaeaaaaaesaasaaaannennrrrrrrreeees 77
3.4.2) Caracterizacao das SAPONINAS. ......ccuiiiiieiieeeeieeieeiieeecererrrreeeraeaaeaeeaeasassasassnannrrerrrareeeeeees 78
I G I S = Tox= T o F= TR T= o To ] 1 = 1SR 80
3.4.4) ConcentraCao das SAPONINAS. ........cciiiiuuiiiiiiiiie ettt e e e e e e e e e e e aebae et eeeeeeeaeeeaaaaaaaaaaesaaaaaanne 83
3.4.4.1) Pré-concentraGao POr PONTO A€ NEVO@.muuceriiiiiiiiiiieeeeiiiiiiee ettt e e eesiee e e e e sirree e e e 83
3.4.4.2) ColUNA A& ESPUIMA ... .ttt ee e ettt ettt e et e e e e e e e e e e e aa et e e e e e e e e e e aaaaaaaaaaaaans 84
3.4.4.3) SeparaCao POr MEMDIANAS ........ iaaaaac et e e e e ettt e e e e e e e e e e e e e e aaaannnnnsbeeeeeeeeees 86
IS AV o] o= Tor= To e [= LSS T= T [0 110 F= 1= S PP PUEERUU 86
3.4.5.1) Alteracdo de Atividade ENZIMALICA. .cccceeviiiiiiiiieeee e e 86
3.4.5.2) Hidrélise /00U SiNtESE ENZIMALICA .eeeveeeriiiiiiiiiiiiiiiiieiiie e e e e e e e e e e e e e e esersee e e e e e aeaaeeee e 87
CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAQO .......cvvvveeeeennn, 88
4.1) SCREENING DE MATERIAS-PRIMAS ......ocvittieeetecteeeeeeee e et sennen s 88
4.1.2) Selecdo preliminar dOS EXIFatOS..........coiuiiiiiiiiiii e e et e e e e e e e e aaaaeeaeeaeeeaaaand 88
4.1.3) Atividade AntIMICIODIANGA..........ooiiii et e et e e e e e e e e e e e e e saeeneneee 90
o ST [=Tor= To I T | TSP 92
4.2) CARACTERIZACAO DAS SAPONINAS........ceoviticmeeeeeeeeeeeeeeeeeets et e s seannees 92
4.2.1) Concentracao Micelar Critica (CMQ)......cccuuuiiiiiiiiiiieiir e e e e e e e e e e sessr e rreeeaaaaaaeae e s e e s enennns 92
N W AN 1)/ To F= Vo LI AN 110 )0 F= g = PR 99
4.2.3) Complexacao COm COIESIELAL. ........coe it a e e e e 100
4.2.4) Concentragdo Inibitdria Minima (CIM).........coiiiiiiiiiie e eeieee e e e snaraeee s 101
4.2.5) COMPOSICAO B SAPONINAS. ...ttt e e e e e e e e e e e et e et e e e e e aaaaaaaaaasaeaaaaaannnneneeeees 102
4.3) EXTRACAQO DE SAPONINAS .......coiiiiieeeetteeme et eteeeeeee ettt ea e eae e ste e e ensanssteseeneens 107
4.3.1) Extracdo com solventes OrganiCoS VEIIES.........ccooviiiiiiccciiiiieitee e e e e e e e e s 107
4.3.1.1) Avaliacdo da CoOmMpPOSICAO U0 SOIVENLE.eeeeiiieieeeeee e e e e e e e e e 107
4.3.1.2) Otimizacéo da Extracdo por Planejamentosto Central .........ccccvvvvvvvveeeeiiieieeeeeeennnn. 108
4.3.1.3) CINELICA A EXITACAOD ... .uvvvvrees s veeeeeeeeeeaaaaaaaeaaassssssssssssssassrneeeeeaeaaaaeaaessessananansnnsnnes 111
4.3.2) Extracdo com liquidos iBNICOS € @aNAIOGOS.......cccuuviriiiiiiiiiiiii e e e e eecs e e e e e e 113
4.3.2.1) Selecao dos liquidos iBNICOS € ANAIOGOS. ca.....vvvvirieiiiiiiieeeeeiiiir e errr e 113
4.3.2.2) Planejamento de MISTUIAS ......... oo eeeeeeaaiaee e iaiaeetbeeteeeeeeeaaaaaaeaeesaaaaaaannnnenereeeeeeeeees 115
4.3.2.3) Otimizac&o Sequencial da EXIFAGAD cccceaeeiiaiiai it 118
4.3.3) Comparacao dos MEtodos de EXITAGA0..........cveiiiiuiiiiieeiiiiiiie e e s eeiier e e s e eirree e e e e ssntree e e e e e nneeees 120
R R T ) T LU= O PP UP RPN 120
4.3.3.2) Residuo MUCIlaginOS0 d€ SiSal........cccuuiiiieeiiiiiiieee e sre e e srre e e e 122
I T T TN =1 U | o o OO 123
4.4) CONCENTRAGCAO DE SAPONINAS .......ooviviteaeeeeeeteeeeeeee e stes e eaesseaeeenns 124
4.4.1) Pré-concentracao por PONtO de NEVOA.........cuuviiiiiiiieeee e e e e e e e e e e e snenneees 124
4.4.1.1)SCre€NINGIOS S@IUS ...eteteiiiiiieaaae et ee e e ee e e bbb bbbt e et eeeeeaeaaaaeeaaaaaannbnnbenbeeeeeees 124
4.4.1.2) REMOGAOD A0 THIEOM .eeeeiiiiieiii it et e ettt ettt e e e e e e s e e e e e st bbb esbeeeeeeeaaeas 125
4.4.1.3) AIRErNativas @0 TIIEOMN ...cooii i iceecee ettt ettt e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e s e e aaaaannnnnenes 128
4.4.2) COIUNG 0B ESPUIMA......uuuuiiiiiiiiiiitteetaa e e e e e e e e ettt et e e e e e aaaaaaaaeaassaa e nbbbbrnreeeeeaeaaaaaaaaaans 129
4.4.3) Separacao POr MEMDIANAS. ........oii ittt ettt e e eeaaaaaaaeeas 138
O SN o o J TP PPPUUPTTRTTT 139

XV



4.5) APLICACOES DAS SAPONINAS

5.1 Allragao da Avidads Encimatica por Sapasi. T B
4.5.2) Alteracéo da Atividade Enzimatica por Aghas..............coccccueiiiiiiiiiieeireeeee e e eeeeseneeeeeeenees 144
4.5.3) HidroliSE E€NZIMALICA.........uveiiieiiiiiiiii ettt e e st e e s e e e e s asbee e e e s anneeeeee s 146
4.§.4) Sintese enzimatica..................... S A A RN 151

CAPITULO 5 — CONCLUSOES.......c.cci e, 153

CAPI'TUALO 6 — TRABALHO:S FUTUROS.......... 155

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.......c.c e 156

GLOSSARIO.................. OSSR 180

PRODUCAO BIBLIOGRAFICA ... 181

ANEXO Lo e 182

XVi



CAPITULO 1 — INTRODUCAO

Biodiversidade, segundo a definicdo da Convencadwes®iversidade Biologica
(CDB), significa “a variabilidade de organismosasvde todas as origens, compreendendo,
dentre outros, 0s ecossistemas terrestres, mari@hostros ecossistemas aquaticos e 0s
complexos ecologicos que fazem parte; compreendenmdda a diversidade dentro de
espécies, entre espécies e de ecossistemas”. @ temm como sindnimaliversidade
biologica A biodiversidade contempla tanto a diversidadeortrada nos ecossistemas
naturais como naqueles com interferéncia humanantrapicos. A parcela da biodiversidade
utilizada por comunidades locais, povos indigenagrécultores familiares em sistemas de
cultivo e manejo, ou em praticas correlatas, naraaf, de forma domesticada ou semi-
domesticada, € definida comagrobiodiversidade (Abrantes, 2002; MMA, 2006a;

http://www.mma.gov.hr2009). Entre os componentes da agrobiodiversidatdo:

* Recursos genéticos manejados no ambiente de ocorcénnatural: frutos nativos, plantas
medicinais silvestres (espinheira-santa, arnicequega, unha-de-gato), ervas e chas (erva-
mate, macela), castanhas (castanha-do-brasil,, mmiglimentos (baunilha, pequi), extracéo
de resinas e 0Oleos (copaiba, andiroba, seringuBinags (taboa, piacaba, cipods).

* Recursos genéticos animais semi-domesticados e dstitados: animais silvestres criados
em regime semi-extensivo ou semi-aberto, em cabivai em tanques; animais de criagao
selecionados (gado bovino, caprino e ovino); pegsi@mimais de criagdo (galinhas, patos);
animais domeésticos ou de companhia (caes, gatos)

* Recursos genéticos vegetais domesticadegmentes de cultivares agricolas (milho, feijao,
arroz, algodao); raizes, tubérculos e rizomas fgabmtata-doce, cara, mandioca); frutiferas
selecionadas (citricos, manga, abacate, mamaondanalantas medicinais e aromaticas
cultivadas sob linhagens (horteld, menta); condiotecultivados (pimentas, canela, cravo).

» Variedades Crioulas: sd0 recursos genéticos vegetais utilizados paraemtacdo e
agricultura, mantidas por um continuo processo atfeservacao realizado por agricultores.
Apresentam alta diversidade genética (genotipidenetipica) e interface entre os tipos

silvestres e domesticados.

O Brasil € o pais com a maior biodiversidade dogik quer se considere o nimero
(riqueza) e a abundancia relativa (equitabilidades espécies, quer se considere a
variabilidade local (diversidade alfa), a complemaedade biolégica entre habitats
(diversidade beta) ou a diversidade de ecossistean@#somas (diversidade gama). Os

principais biomas brasileiros sdo a Floresta Am@admaior Floresta Tropical do mundo; a
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Mata Atlantica, a Floresta Tropical com os maioirdices de biodiversidade por area; o
Cerrado, uma vegetacdo de savana com os maisiradices de endemismos; o Pantanal, a
maior planicie inundavel do mundo; e a Caatingapnizsiodiversidade encontrada em uma
regido semi-arida do planeta. Estes retnem a magssd flora do mundo, nimero superior a
55 mil espécies descritas, 0 que corresponde a @@%otal mundial. Por outro lado,
infelizmente também possuimos cerca de 470 espdgilera ameacadas de extingcdo (Ferro
et al,2006a; Rodrigues, 2009).

Para promover a conservacao e utilizacdo susténd@véiodiversidade brasileira,
com a reparticdo justa e equitativa dos benefidiesvados da utilizacdo dos recursos
genéticos, de componentes do patriménio genéticdog conhecimentos tradicionais
associados a esses recursos, foi criado pelo Denfe#.339, de 22 de agosto de 2002, a
Politica Nacional de Biodiversidade. Com isso, afgprogramas do Governo Brasileiro tém
sido implementados como (MMA, 2006a,b; Rodrigu€9 http://www.mma.gov.hb2011):

» “Plantas para o Futuro”: tem como objetivo definir as espécies nativaslaia forasileira
comercialmente subutilizadas, de uso local e redjigrara utilizacdo direta pelo agricultor e
para ampliar as oportunidades de investimento gatlor empresarial no desenvolvimento de
novos produtos.

» Parentes Silvestres:mapeamento da distribuicdo geografica de cada us pdwentes
silvestres identificados e das ragas locais/vadesiecrioulas, avaliacdo das condigbes de
conservagdo dessas espécies e das racas/variedadaesedidas e acdes necessarias para a
manutencgdo e busca de um melhor aproveitamentepseaacervo genético.

* Centros Irradiadores de Manejo da Agrobiodiversidasg (CIMA): parceria entre o
Ministério do Meio Ambiente e o Ministério do Desetvimento Agrario, por meio do
Instituto Nacional de Colonizacédo e Reforma AgrarldlICRA. Tem como objetivo promover
0 resgate, a conservagao, o uso sustentavel erdzagbo da diversidade genética contida na
agrobiodiversidade e mantida em co-evolugcado poruoistades locais, povos indigenas e
agricultores familiares.

* Programa de Pesquisa em Biodiversidade (PPBiopreservar e ampliar os conhecimentos
sobre diversidade biolégica, que constitui a baseedursos de aplicacédo alimentar, medicinal
e industrial, tendo como exemplo a geracdo de wmsa de dados das plantas aromaticas e
frutos da Amazébnia e a investigacdo de parameismofquimicos da destilacdo por arraste a

vapor de 6leo essencial de priprio€yferus articulatuse estoraquedcimum micranthuin
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» Comissdo Nacional de Biodiversidade (CONABIO)implementar a Politica Nacional de
Biodiversidade, mediante a promocao de sinergiae @nPoder Publico e a sociedade civil.
Um dos seus mecanismos de auxilio técnico e fifenfaa, até 2005, o PROBIO (Projeto de
Conservacao e Utilizagdo Sustentavel da BiodivadgdBrasileira). Em 2008, foi lancado o
PROBIO Il (Projeto Nacional de A¢Bes IntegradasliediPrivadas para Biodiversidade) que
pretende impulsionar a transformacédo dos modelgerattucdo, consumo e de ocupacdo do
territério nacional, come¢cando com os setores dewmira, ciéncia, pesca, florestas e saude,
com extensa parceria entre os ministérios do govbrasileiro, além de Fiocruz, Embrapa,

ICMBIo, Caixa Econbmica Federal e Jardim Botaniodib de Janeiro.

O acesso a componentes do patrimbnio genético enhecimentos tradicionais
associados para geracdo de pesquisa cientificgprobmeccdo ou desenvolvimento
tecnologico por instituicbes publicas ou privadagpoordenado pelo Conselho de Gestdo do
Patrimoénio Genético (CGEN), criado pela Medida Bawa n° 2186-16, de 23/08/2001, que
ja credenciou ICMBIio para autorizar outras instiigéis a realizar a coleta de material
biolégico com finalidade de pesquisa cientificdBAMA e CNP(q para autorizar 0 acesso ao

patrimonio genético.

Seu maior objetivo € o combate a biopirataria epanticio dos beneficios, mas o
excesso de burocracia e a morosidade na andliskberdcdo dos processos levaram muitos
cientistas a ignorar a legislacdo para que suaguigas nao ficassem paralisadas. Por isso,
varias orientacdes técnicas e resolucdes foranvagas com intuito de esclarecer e fornecer
meios para realizacdo das exigéncias, como as Régsl n° 21, de 31/08/2006 e n° 28, de
06/11/2007, que definem que pesquisas relacioretiegoria evolutiva ou a identificacdo de
uma espécie ou grupo taxondémico, assim como pesgagdemiologicas e de formacgéo de
colecbes de germoplasma reengquadram sob o conceito de acesso ao patoigénético.
Similarmente aplicado a elaboracéo de 6leos fides)leos essenciais ou de extratos quando
esses resultarem de isolamento, extracdo ou @gdfa; nos quais as caracteristicas do
produto final sejam substancialmente equivalentamadéria prima original, descrito na
Resolucéao n° 29 de 06/12/2007.

A mais recente, a Resolucdo n°® 35 de 27/04/20Thifgea regularizacdo de empresas
qgue utilizaram plantas e animais para desenvoluedybos - como farmacos, alimentos e

cosmeéticos - sem aval do governo, podendo contarreducao de multas e autorizacéo para
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explorar os produtos que criaram com base na Bogldlade. Ainda assim foi elaborado um
novo anteprojeto de Lei (APL) com o intuito de slifiqgar 0 acesso a recursos genéticos,
reduzindo o tempo para obter autorizacdes de pEsgei meses para semanas, além de outras

melhorias (Ferret al, 2006b;_http://www.planalto.gov.hr2009).

No setor privado também ha algumas iniciativas palarizacdo de matérias-primas e
principios ativos oriundos da biodiversidade beasilna producdo de farmacos, alimentos e
cosmeéticos. Como exemplos, tém-se:

* Projeto Algas: Parceria do Instituto Terramar, Universidade detadfera (UNIFOR) e
Universidade Federal do Ceard (UFC) para o dese@nmveto de técnicas de reproducdo da
alga Gracilaria birdiae, e assim, garantir a preservacdo dos bancos isateaalgas e

beneficios a comunidade de pescadores (http://verarhar.org.br/ 2009). Dessa alga

vermelha, polissacarideos sulfatados sédo extra&idddizados como geleificantes (Macil
al, 2008).

» Acheflan: Primeiro antiinflamatorio topico feito do extrade planta brasileira (erva-baleeira,
Cordia verbenaceéae tendo como ativo o alfa-humuleno, desenvohado conjunto pelo
professor Jodo Batista Calixto (UFSC), Unifesp,ddmip, PUC-Campinas e Laboratérios
Aché, com investimento de R$ 15 milhGes em 7 aegsedquisa. A erva-baleeira € cultivada
de forma sustentavel em um centro de pesquisa deatdp, em Paulinia, visando a
manutencédo de qualidade e constancia dos extiatesq, 2005; Fialho, 2005).

» Linha Ekos: Em 2000, com investimento inicial de R$ 11 mik&eNatura lancou uma linha
de cosméticos onde as matérias-primas castanhardoertholletia excelsg breu-branco
(Protium pallidum), copaiba Copaifera spp, guaranaRaullinia cupang, pitanga Eugenia
uniflora), entre outras sdo extraidas de forma sustentéwmelcertificacdes do IBD (Instituto
Biodindmico) e Imaflora (Instituto de Manejo e @Uferacdo Florestal e Agricola). Estas
matérias-primas sao fornecidas por comunidadesicimadis extrativistas, grupos de
agricultura familiar e assentamentos agricolas gresas intermediarias que ficam
responsaveis pelo processamento, refinamento fisiguimico e padronizacédo, e fixam
contrato com a Natura (Fered al, 2006a; Miguel, 2007).

As plantas produzem varios metabolitos que poderassenciais para o crescimento,
a reproducdo e a manutencdo da vida, como projednaos nucléicos, polissacarideos e
lipideos, ou apenas benéficos para sua sobrevav@hgando na atracdo de polinizadores ou
na defesa contra predadores, conhecidos como rnigiabgecundéarios ou especiais, por

exemplo, os terpendides (Oleos essenciais, filakstee carotenoides), alcaldides,
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fenilpropandides (acidos fendlicos e cumarinas)lieogideos (flavondides e saponinas)
(Dewick, 2009).

As saponinas estdo amplamente distribuidas no ragetal, e incluem um grupo
diverso de compostos caracterizados pela sua wsircontendo uma aglicona esteroidal ou
triterpendide ligada a uma ou mais moléculas decacUA denominacdo “saponina’ €
derivada desapq originado do latim que significa sabdo, deviddoemacdo de espuma
quando extratos contendo saponinas sdo agitadosigoan(Oleszek, 2000; Giiglii-Ustiindag
& Mazza, 2007). As saponinas desempenham impogdntedes fisioldgicas nas plantas,
como fatores de resisténcia contra patogenos entamdlacdes alelopaticas (Kalinowska
al, 2005).

Sua diversidade estrutural é refletida nas sugwipaades fisico-quimicas (formacao
de espuma, emulsificacdo, solubilizacdo, adocaateargor) e bioldgicas (hemolitico,
antimicrobiano, molusquicida, inseticida, ictiogidaas quais sdo exploradas em varias
aplicagbes nas industrias alimenticia, cosmétit@amacéutica (intermediario na sintese de
drogas esteroidais, e adjuvante em vacinas), eétangon meio ambiente (biorremediacdo de
solos) (Spargt al, 2004; Vinckeret al, 2007).

Saponinas em alimentos tém tradicionalmente sidosideradas “fatores
antinutricionais” e em alguns casos tém seu usdalitn devido ao seu sabor amargo. Por
iSso, a maioria das pesquisas tem como objetiveesnacao para facilitar consumo humano.
O uso de saponinas, entretanto, voltou a ganharesge recentemente devido a novos
estudos sobre seus beneficios a saude, como adcedig; colesterol e o registro de
propriedades anticancer. O potencial comercial daponinas tem resultado no
desenvolvimento de novas estratégias de processaneemeavaliacdo das tecnologias

existentes de extragdo/concentracdo (Gugli-Ustidddgzza, 2007).

Mas apenas a utilizagdo sustentavel de matériasprie seus principios ativos da
biodiversidade ndo garante o desenvolvimento déuybos limpos e verdes. Para isso, ha 12

principios da quimica verde que devem ser congidsréhttp://www.epa.goy2009):

1. Prevencéo é melhor prevenir a geracéo de residuos do qtéelts depois de produzidos;
2. Eficiéncia atdbmica etapas ou reagfes de sintese devem ser deselagopara maximizar a
incorporacgdo de todas as matérias-primas utilizadgwoduto final, evitando subprodutos ou

residuos;
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10.

11.

12.

Uso de substancias quimicas menos toxicamétodos sintéticos devem ser desenvolvidos
para utilizar e gerar substancias que possuam gmunanhuma toxidez ao meio ambiente e a
populacéo.

Desenvolvimento de produtos mais segurogrodutos quimicos devem ser desenvolvidos
néo sO para que realizem a funcao desejada, mhgitasejam menos toxicos a curto e longo
prazo.

Solventes e auxiliares mais seguro uso de substancias auxiliares como solventes e
agentes de separacdo devem ser evitados. Se nposkivel, estas substancias devem ser
inocuas ou facilmente reutilizaveis.

Busca pela eficiéncia energéticaas necessidades energéticas dos processos guilaiea

ser identificadas e minimizadas por seus impactdsentais e econémicos. Se possivel, todas
as reacdes devem ser conduzidas a temperaturasségs amenas.

Uso de matérias-primas renovaveisa matéria-prima deve ser renovavel sempre quecgcni
e economicamente viavel.

Reducao de derivadosderivatizacdo deve ser minimizada ou evitada.

Catdlise: reagentes cataliticos sdo superiores aos esteduimmsé preferencialmente
catalisadores heterogéneos.

Produtos degradaveis:produtos quimicos devem ser desenvolvidos paraaquérmino de
sua funcéo seja degradado em produtos indcuos eagueersistam no meio ambiente.

Analise em tempo real para prevencao de poluicdaonetodologias analiticas precisam ser
melhoradas para permitir monitoramento e controtetempo real antes da formacdo de
substancias perigosas.

Quimica mais segura para prevencao de acidentess substancias utilizadas nos processos

guimicos devem escolhidas para minimizar os agderobmo incéndios e explosdes.

Vérias tecnologias verdes vém sendo desenvolvidas & utilizacdo de solventes

alternativos (agua, etanol, liquidos ibnicos, fasdsupercriticos e fluorados), outras fontes
energéticas além da térmica (microondas, ultrasszampos elétricos e energia solar),
biocatalisadores (enziméticos ou microbianos), lisatdores heterogéneos (por exemplo,
zellitas) e processos como separacao por membrgoaas exemplo, ultrafiltracédo e

pervaporacao) que podem substituir processos comvets (por exemplo, destilagdo) mais

intensivos em energia (Clark & Macquarrie, 2002bRa&: Kruthiventi, 2007).

O objetivo desta tese foi explorar varios procesdesextracdo e concentracao

utilizando tecnologia limpa (ou verde) para obtengé produtos a base de saponinas obtidas

da agrobiodiversidade brasileira com aplicacdesstighis em cosméticos e em alimentos.
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1)

2)

3)

4)

5)

Para tanto, este trabalho foi dividido em algurjstolns especificos como:

Selecdo das matérias-primas ja referenciadas eratlita como fonte de saponinas,
comparando suas propriedades fisico-quimicas mi@ntbianas;

Caracterizacdo das matérias-primas selecionadam soa composi¢cao de saponinas,
a variagcdo da sua atividade surfactante, antimi@nah antioxidante e de complexacao
com colesterol,

Estudo dos métodos de extracdo das saponinas, @rdpae otimizando a extracao

mais usual (orbital simples) com a extracdo mi¢celaauxiliada por ultrassom e por

Soxhlet, utilizando solventes com a abordagem maarsle possivel, como agua,

etanol e liquidos i6nicos biocompativeis;

Estudo dos métodos de concentracdo das saponimas,ré-concentracao por ponto

de névoa, fracionamento por coluna de espuma eagoapor membranas;

Testes de aplicagdo das saponinas como ativadomésador enzimatico para uso em

alimentos e/ou cosmeéticos.
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CAPITULO 2 — REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1) SURFACTANTES

2.1.1) Caracteristicas Gerais

Surfactantes sdo compostos organicos que apresemterparte da molécula com
caracteristicas polares hidrofilicas e outra padm caracteristicas apolares hidrofobicas
(Figura 1). A parte hidrofébica geralmente preseate surfactantes € composta por
hidrocarbonetos (saturados, insaturados, lineasesjficados, aromaticos e/ou ciclicos),
perfluorohidrocarbonetos, siloxanos ou polioxiplepd (ou butileno). Os grupos hidrofilicos

podem ser negativamente e/ou positivamente camsgad podem até mesmo ndo possuir

carga.
Polar Anpolar
Hidrofilico | Hidrofihico

Figura 1 — Estrutura geral de surfactantes

Devido a essa dualidade na molécula dos surfastaegées formam arranjos na interface
entre duas fases de polaridades distintas, tai® @mriquido, liquido-liquido e solido-liquido.
Estes arranjos ocorrem devido a dois fenbmenosorgéts e micelizacdo (agregacdo). Na
adsorcaq os surfactantes migram para a interface focamdangnimizar o contato das regides
hidrofébicas destes com a parte hidrofilica, altdcaas propriedades interfaciais, e podendo ser
guantificado como a densidade superficiél) do surfactante. Namicelizagdg em uma
determinada concentracdo os surfactantes se agregae os grupos hidrofébicos se orientam
para o interior do agregado (micela) e os grupdeofilicos se orientam para a solugcdo aquosa,
alterando assim as propriedades da solucdo. Estemnacdo € conhecida como concentracdo
micelar critica (CMC), intrinseca de cada surfaetague pode ser observada por alteracdes
agudas de propriedades fisicas das solucbes, cammdedz, solubilidade de corantes,
condutividade elétrica, pressdo osmdtica, viscdsidéensdo superficial e interfacial (Rosen &
Dahanayake, 2000; Farn, 2006). A densidade surfiambém atinge um valor méaximo
(Tmax Na CMC, onde a concentracdo de surfactante ndaogeesta saturada, ndo ocorrendo mais
adsorcao (Mitra & Dungan, 1997; Decroes al, 2007). As micelas podem formar estruturas

esféricas, cilindricas e lamelares, conforme mastaura 2 (Farn, 2006).
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ALAL

Cilindrica Lamelar Esférica

Figura 2 — Formas micelares (Rosen & Dahanayake, Q0)

Os surfactantes podem ter as mais variadas apéisagdustriais como em detergentes
e sabdes para limpeza doméstica, como agenteshasig em agroquimicos, como
componentes essenciais em formulas cosméticas camees, shampoos e condicionadores,
em farmacos, como dispersantes de pigmentos eams,tistbmo fixadores de corantes e
agentes antiestaticos em fibras e tecidos, na @wmda tinta na reciclagem de papéis, na
flotacdo seletiva em processos de hidrotratamemtmidérios, na producao de polimeros, na
recuperacdo tercidria em pocos de petroleo, e epapy e formulacdo de produtos
alimenticios (molhos, bebidas, sorvetes, entreogéoitros), tendo movimentado no mundo
mais de US$24 bilhdes em 2009 (Farn, 2006; My&862http://www.acmite.com?011).

Contudo, existem aspectos, além das propriedattéssecas dos surfactantes, que devem ser

considerados, tais como a biodegradabilidade, broatacdo, toxidez e irritagdo cutanea
(alerginicidade) (Rosen & Dahanayake, 2000; Tadz085). Por isso, j& h4 uma tendéncia de
substituicdo dos surfactantes sintéticos derivatiopetroquimica por outros derivados da
oleoquimica ou de outras fontes de origem natbratgurfactantes e saponinas) (Nitschke &
Pastore, 2002).

2.1.2) Propriedades
Os surfactantes geralmente alteram as propriediaidetaciais de misturas e solucdes,

gerando fenbémenos macroscopicos como a formacadcespema, o molhamento, a
emulsificacdo, a disperséo, a adesao, a solulilizag viscosidade e a detergéncia (processo
mais complexo onde varias destas propriedadesemquntas) (Rosen & Dahanayake, 2000;
Farn, 2006).

2.1.2.1) Formacao de Espuma
Espuma é produzida quando um géas é introduzido rem solu¢cdo que possui um

filme superficial com propriedades viscoelastic@slando um surfactante é adsorvido na
interface gas/solucao, este pode inferir estasrigagdes ao filme interfacial, estabilizando-o

e formando a espuma.
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2.1.2.2) Molhamento WVetting)
Molhamento é o fenbmeno em que um liquido se eamalhre um substrato (liquido

ou solido), deslocando a fase que estava origimdbnem contato com o substrato e
substituindo-a por uma camada do liquido espalhajpte tem agora novas interfaces com
ambos substrato e fase originalmente em contato elemNa presenca de um surfactante,
solventes hidrofilicos (como a agua, por exemphljem se espalhar sobre uma superficie
hidrofébica devido a alteragcbes nas propriedadesfatiais do sistema ja que os surfactantes

se adsorveram sobre a interface.

2.1.2.3) Emulsificacdo e Disperséo
As emulsbes sao formadas quando dois liquidos imeiscentre si e de polaridades

diferentes sdo misturados na presenca de um snfacO surfactante se organiza na mistura,
localizando-se na interface entre os dois liquidesando barreiras elétricas ou estéricas que
evitam a coalescéncia das gotas do liquido imikcgedispersdes séo similares as emulsoes,
substituindo o liquido na fase descontinua pori@ddas solidas, onde a presenca do

surfactante também gera barreiras para evitaregyagéo das particulas.

2.1.2.4) Adeséao
A adesdo entre duas fases imisciveis dependerdeata da for¢ca de interacéo entre

duas diferentes moléculas através da interfacecipelmente entre grupos hidrofébicos
similares e entre grupos de cargas opostas. Assimjureza da interface pode ser alterada
pela adsor¢cdo de um surfactante, que pode aunf{entdminuir) a adeséo entre o substrato e

a segunda fase.

2.1.2.5) Solubilizacdo
Solubilizacdo € a dissolucdo de uma substancia¢sdiquido ou gas) por interacao

reversivel com micelas de surfactantes em um smverara formar uma solucéo
termodinamicamente estavel. Em geral, a capacidadsolubilizacdo é maior para solutos

polares e diminui com o aumento do volume molasalato.

2.1.2.6) Viscosidade
O aumento de viscosidade da solucdo também é fudgdomicelas no sistema,

ocorrendo com o aumento na fragdo volumétrica denaadissolvido na solu¢do. Também
é dependente da estrutura e do arranjo das mioetaadas.
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2.1.3) Classificagao dos surfactantes
2.1.3.1) Sintéticos

2.1.3.1.1) Anibnicos
Surfactantes aniénicos sdo os mais utilizados divagpes industriais devido ao seu

baixo custo e sua excelente capacidade de formals@es estaveis. Sua estrutura anfifilica
deve-se a presenca de um grupo hidrofilico negaBwée carregado, como carboxilatos
(sabdes), sulfatos, sulfonatos, fosfatos, sulfasates, isetionatos e tauratos, ligados a um
esqueleto hidrocarbdnico hidrofébico com estrupremlominantemente linear contendo entre
8 a 18 atomos de carbono. Os grupos hidrofilicé@n&nos possuem como contra-ion mais
comum o soédio. Este tipo de surfactante também lgastante espuma em solu¢des cuja
concentracdo do surfactante esta acima da CMCegcquonsiderado um atributo desejavel

em aplicacdes de limpeza (Tadros, 2005; Farn, 2006)

2.1.3.1.2) Catidnicos

Surfactantes catidnicos possuem um grupo hidrofikkarregado positivamente,
geralmente sais de amoénio quaternério ou sais deaam na parte hidrofobica da cadeia
grupos alquila de 8 a 18 atomos de carbono, tendw @ontra-ion mais comum o cloreto,
como por exemplo, o cloreto de dodecil trimetil @md Outros grupos possiveis sdo as
imidazolinas e os cloretos de benzalcénio. A CMGtealesurfactante é proxima a de
surfactantes anibnicos com mesmo tamanho de cadéeladrocarboneto. Os surfactantes
catidbnicos sao bastante utilizados como agentass#iticos em amaciantes de roupa e
condicionadores para cabelos, como bactericidésidores de corrosdo e dispersantes de

pigmentos inorganicos (Tadros, 2005; Myers, 2006).

2.1.3.1.3) Anfoteros

Sé&o surfactantes que possuem ambos 0s gruposicasi@ anidnicos, que podem
variar a carga (negativa, positiva e neutra) dedaceom o pH da solugdo. Entre estes
incluem betainas (dimetil alquil glicinatos), dexidos alquilados de aminoacidos e derivados
alquilados de imidazolina. Apresentam boa compgatdtie com os outros tipos de
surfactantes, gerando estruturas micelares mistamoedificando suas propriedades.
Geralmente sdo menos agressivos a pele e aos ahgee os outros surfactantes, sendo
muito utilizados em shampoos e outros cosméticadrfs, 2005; Farn, 2006; Myers, 2006).
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2.1.3.1.4) N&o-I6nicos

Os surfactantes ndo-ibnicos séo eletricamente oguirque gera vantagens interessantes
como baixa sensibilidade a eletrdlitos e ao pH. ¥t grande maioria, estes surfactantes séo
baseados no poli(6xido de etileno), produzindo difo &cidos graxos, alquilfendis,
monoalquilamida, ésteres de sorbitana e aminasagratoxiladas. Mas ha também os derivados
de polidis e glicerol, poliglicosideos, 0xidos aeimas e ésteres graxos de sacarose. As principais

aplicacdes sdo em alimentos, cosméticos e farnfaedsos, 2005; Myers, 2006).

2.1.3.2) Naturais
2.1.3.2.1) De origem microbiana

Biossurfactantes sdo um grupo heterogéneo de ntigvgbdsintetizados por
microrganismos, como bactérias, fungos filamentesteveduras para emulsificar substratos
e assim facilitar o uso em seu crescimento; tratsmo substrato para o interior celular;
aderéncia a superficies e atividade antimicrobi@®almente produzidos por fermentacao,
apresentam algumas vantagens como baixa toxidemr nieodegradabilidade, maior
formacdo de espuma e atividade especifica em dmsliextremas de temperatura, pH e
salinidade. Estes podem ser categorizados em ntadéde baixa massa molar (glicolipideos,
fosfolipideos, acidos graxos, lipideos neutros popeptideos), que diminuem a tensao
superficial e interfacial mais eficientemente, e dis alta massa molar (poliméricos e
particulados), que se ligam mais fortemente asrfges, estabilizando as emulsfes. Assim,
a maioria dos biossurfactantes sao anidnicos otdmios, sendo aplicados principalmente
na industria petrolifera, tanto em biorremediacdm@ em recuperacdo de reservatorios
(Desai & Banat, 1997; Nitschke & Pastore, 2002; Yiammeet al, 2006; Singlet al, 2007,
Rahman & Gakpe, 2008).

2.1.3.2.2) De origem vegetal

Os surfactantes naturais de origem vegetal saolijpisfeos, proteinas ou hidrolisados
protéicos e saponinas. Os fosfolipideos mais atliz sdo obtidos do processo de
degomagem de 6leo de soja, e incluem o fosfatodiiiol, a fosfatidilcolina e a
fosfatidiletanolamina. Esta mistura de fosfolipisle@onhecida como lecitina de soja é
utilizada como um surfactante anfotero, principaiteena industria alimenticia. Por ter
caracteristicas de solubilidade intermediariagcéiha de soja € mais efetiva em estabilizar
emulsdes quando atua conjuntamente com outro tamfac(Gunstone & Padley, 1997,
McClements, 2005).

28



As proteinas, por terem uma massa molar maior, nelozem tanto a tenséo
superficial, mas geram emulsdes e espumas maigesstdiferindo entre si na sua atividade
superficial devido a fatores moleculares (estadda conformacional, flexibilidade,
distribuicdo de residuos hidrofilicos e hidrofélsiata estrutura primaria) e fatores externos
(pH, forca ibnica e temperatura). As proteinas podser modificadas por tratamentos
quimicos, térmicos ou enzimaticos para alterarceumaposi¢cdo e tamanho, e assim melhorar
suas propriedades funcionais, como a emulsifica;@ormacdo de espuma. As principais
aplicacdes de proteinas e de hidrolisados prot&@osna industria alimenticia e cosmética
(Garti, 1999; Moureet al, 2006).

2.2) SAPONINAS
2.2.1) Tipos e Distribuicao

Saponinas sao frequentemente subdivididas em theses principais, triterpénicas e
esteroidais, ambas derivadas do precursor 6xidesdaaleno, com 30 atomos de carbono
(C30). A diferenca entre estas duas classes egys@paninas esteroidais tém 3 grupos metila
a menos (C27), enquanto as saponinas triterpéaeasantém com 30 atomos de carbono.
Subdivisbes das principais classes sdo baseada®dificacdes adicionais, como rearranjos,
ciclizacdes, oxidacdes (formacdo de grupos hidapxabarbonila e carboxila), glicosilagoes,
insaturacdes e degradacbes, além da presenca gesgcomo DDMP (2,3-diidro-2,5-
dihidroxi-6-metil-4H-piran-4-ona) e angeloila como substitutos de Rith® (Hostettmann &
Marston, 2005; Giicli-Ustiindag & Mazza, 2007; Vinckeal, 2007).

As saponinas esteroidais podem ser do tipo esaitostFigura 3A), ou furostano
(Figura 3B) (Spargt al, 2004). Ja as saponinas triterpénicas apresentenvariedade maior
de tipos de esqueleto: damaranos (Figura 4A),diamos (Figura 4B), lupanos (Figura 4C),
hopanos (Figura 4D), oleananos (Figura 4E), tatexasos (Figura 4F), ursanos (Figura 4G),
cicloartanos (Figura 4H), lanostanos (Figura 4tpeurbitanos (Figura 4J) (Kasati al, 1999;
Vinckenet al, 2007).

Quando a classificacdo das saponinas € baseadasséntese das suas agliconas, é
esperado que tipos similares de saponinas sejamnteados em ordens taxondmicas
proximas. Esta expectativa é derivada de que ordansares contenham enzimas com
mesmas funcgbes, e que estas possam provavelmealisacabiotransformagdes similares,

finalmente gerando estruturas quimicas préximasdakénet al, 2007).
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Figura 3 - Estruturas de agliconas de saponinas esbidais (R = oses) (Vinckert al, 2007)

Figura 4 - Estruturas de agliconas de saponinas tarpénicas (Vinckenet al, 2007)

As saponinas ocorrem em diferentes familias vegesgndo que as esteroidais
encontram-se distribuidas em familias como Agawwackliaceae, Asparagaceae, Costaceae,
Dioscoreaceae, Liliaceae, Ruscaceae, Solanaceasn ale Aspilia montevidensis
(Asteraceae), Balanites aegyptiaca (Balanitaceae), Trigonella foenum-graecum
(Leguminosae) eTribulus terrestris (Zygophyllaceae). As saponinas triterpénicas estao
presentes em varias dicotileddneas (Smdrgl 2004; Hostettmann & Marston, 2005). Na
Tabela 1 sdo apresentados alguns exemplos de espégetais nas quais as saponinas estao

distribuidas.
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Tabela 1 — Distribuicdo de saponinas em algumas ésxjes vegetais

Espécie Familia Tipo de Referéncia
Saponina
Sisal Agave sisalana Agavaceae Esteroida Dirgg al, 1989
Alho (Allium sativun) Alliaceae Esteroidal Matsuued al, 1988
Amaranto Amaranthus cruentys Amaranthaceae| Triterpénica  Oleszeket al 1999
Pfafia Pfaffia paniculatd Amaranthaceae| Triterpénica Nakaiet al, 1984
Mate (lex paraguariensips Aquifoliaceae | Triterpénica Gnoattoet al, 2005
Centella Centella asiatici Apiaceae Triterpénica Inamdaret al, 1996
Ginseng Panax ginseng Araliaceae Triterpénica Parket al, 2005
Aspargo Asparagus officinalis Asparagaceae Esteroidal Huang & Kong, 2006
Erva-botdo Eclipta albg Asteraceae Triterpéniga Yaharaet al, 1997
Confrei Symphytum officinaje Boraginaceae Triterpénica Mohammadkt al, 1995

Saponaria%aponaria officinalip

Caryophyllaceae

Triterpéniga

Jiaet al, 1999

BeterrabaBeta vulgari$

Chenopodiaceae

Triterpéni

ca Brezhneveet al, 2001

Espinafre §pinacia oleracen

Chenopodiaceae

Triterpéni

ca  Mithoferet al, 1999

Quinoa Chenopodium quinga | Chenopodiaceae Triterpénic&Voldemichael & Wink, 2001

Cana-do-brejoQostus spicatys Costaceae Esteroidal Da Sikal, 1999
Bucha (uffa cylindricg Cucurbitaceae | Triterpéniga Yoshikawaet al, 1991
Caré Dioscorea alaty Dioscoraceae Esteroidal Sautetial, 2006

Alcacuz Glycyrrhiza glabra Fabaceae Triterpéniga  Sabbioniet al, 2005
Alcacuz do Brasil Fabaceae Triterpénica Suttisriet al, 1993
(Periandra dulci$

Grao-de-bicoCicer arietinun) Fabaceae Triterpéniga Keremet al, 2005
Soja Glycine max Fabaceae Triterpéniga Yoshiki et al, 2005
Lirio branco Lilium candidum Liliaceae Esteroidal Mimalét al, 1999
Maracuja Passiflora eduliy Passifloraceae | Triterpénica Reginattoet al, 2001
Aveia (Avena sativa Poaceae Triterpéniga Osbourn, 2003
Quilaia Quillaja saponarig Quillajaceae Triterpénica San Martin & Briones, 1999
Jud Cizyphus joazeirp Rhamnaceae Triterpénica  Higuchi et al 1984
Espada-de-sado-jorge Ruscaceae Esteroidal Mimaddi al, 1996

(Sansevieria trifasciafa

Castanha-da-india
(Aesculus hippocastanum)

Sapindaceae

Triterpénic

a Yoshikawaet al, 1996b

Cip6-timbo Serjania lethali}

Sapindaceae

Triterpénic

a Teixeiraet al, 1984

Salsaparrilhagmilax officinali$ Smilacaceae Esteroidal Bernaetal, 1996
Berinjela Solanum melongea Solanaceae Esteroidal Kintia & Shvets, 1985a
Pimenta Capsicum frutesceps Solanaceae Esteroidal De Luatal 2006
Cha Camellia sinensis Theaceae Triterpéniga  Sagesakat al, 1994
Batata docelpomoea batatgs | Convolvulaceae| Triterpéniga Dini et al, 2009

O conteudo de saponinas nas plantas pode variaracparte vegetal examinada, e
com fatores ambientais e agrondmicos, como dispalaitie de nutrientes e agua, e
necessidade de protecdo contra herbivoros e pa®g@ugustinet al, 2011). Shi e
colaboradores (2007) exemplificaram isso ao ingestia presenca de ginsenosideos em
raizes, folhas e caule #kanax ginsengm idades diferentes, resultando uma maior praduca

destes nas raizes com um ano de crescimento.
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As saponinas também podem ser categorizadas deloacmm o numero de
glicosilagbes na sua estrutura como mono-, di- oidegdmosidicas. Saponinas
monodesmosidicas tém uma unica glicosilacdo naamgli sendo geralmente ligada ao
carbono 3 (C3). Ja as saponinas bidesmosidicasempaen, além da ligacao via éter em C3,
h& também uma ligacéo via éster em C28 (aglicotgp@nica) ou uma ligacdo via éter em
C26 (aglicona furostandlica). Os monossacarideos mamuns incluem: D-glicose, D-
galactose, acido D-glucurdnico, acido D-galactwoni-ramnose, L-arabinose, D-xilose e
D-fucose. As glicosilacbes podem ocorrer com apemasnonossacarideo ou até com um
oligossacarideo com 8 oses, distintas ou ndo, sendoais comum a presenca de
trissacarideos (Spagg al, 2004; Vinckeret al, 2007).

2.2.2) Biossintese

Os precursores dos metabdlitos especiais presensegegetais sdo intermediarios no
metabolismo primario, que se inicia a partir dao$sintese, onde a glicose é gerada para
depois ser consumida na respiracéo e produzir@@@, sendo que esta ocorre em 3 etapas:
glicolise, ciclo do acido citrico e fosforilacaoidativa (Berget al, 2004). Da glicdlise, surge
o fosfoenolpiruvato (PER)que ao reagir com a eritrose-4-fosfato derivaisado acido
chiquimico, precursora de aromaticos como alcasideninoacidos e acidos fendlicos; o
acetil-CoA que gera duas vias: malonato, produzindo patieet e lipideos; e mevalonato,
formando triterpenos, esterdis e saponinas (Fig)ralntermediarios das vias especiais
também podem se unir, criando uma biossintese ,nistao os flavonoides e tocoferodis
(Torssell, 1997). H4 também outra via produtordedgendides, presente em vegetais, algas e
bactérias, chamada via do metileritritol fosfatoER), que tem como precursores o acido
piravico e gliceraldeido fosfato cuja reacédo € rmeédipela tiamina difosfato (TPP), gerando
muito mais isopentenila difosfato (IPP) do que @ ¢ mevalonato. Na planta, estas vias
ocorrem em locais diferentes: a via do mevalonat,citosol; e a via do MEP, nos
cloroplastos (Kalinowskat al, 2005; Dewick, 2009; Augustiat al, 2011; Osbourret al,
2011).
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Figura 5 — Esquema geral da via do mevalonato (Degk, 2009)

O principal precursor dos triterpenos e ester@seéqualeno, que se oxida através da
esqualeno epoxidase (EE), gerando o 2,3-0xido gigatsno que, por sua vez, por ciclizagbes
e rearranjos atraves das oxidoesqualeno ciclasm$ypdois cations: dammarenila (forma as
principais agliconas triterpénicas) e protostefilas plantas através do cicloartanos gera as
agliconas esteroidais). A biossintese destas aglicpode ser melhor visualizada na Figura 6
(Haralampidiset al, 2002; Xuet al, 2004; Philipset al,2006; Vincken et al,2007; Dewick,
2009).

Depois da formacdo das agliconas, varias modifesgiodem ocorrer através de
enzimas do citocromo P450, com hidroxilagcdo e caldgho, ou através de aciltransferases,
com a insercdo de grupos N-metila antranilatoszdi¢éan ou DDMP, antes da glicosilacao
para geracao das saponinas, que é promovida da &&giiencial onde as glicosiltransferases
com auxilio da UDP (uridina-5’-difosfato) inseremnmonossacarideo primeiro no C-3, e
depois podem continuar aumentando a cadeia owstiicem outra posi¢ao (Haralampieis

33



al, 2002; Kalinowskeaet al, 2005; Augustiret al, 2011;0sbournet al, 2011). A glicosilagéao
geralmente estd associada a modulacdo da estdbildta metabdlito, atividade bioldgica,

solubilidade, e sinalizacdo para acumulo ou tramspelular (Augustiret al, 2011)

Esqualeno

ERC Hopanos

2,3-6xido de esqualeno
Ciclizagéo
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Figura 6 — Biossintese das agliconas triterpénicas esteroidais. Enzimas: LS (lupeol sintaseB-AS (B-
amirina sintase); a-AS (e-amirina sintase); DS (damarenediol sintase); CS (curbitadienol sintase); CyS
(cicloartenol sintase); LaS (Lanosterol sintase); HC (Esqualeno-hopeno ciclase); ED (esterol demetias:
esterol 14-demetilase, esterdl**-redutase e esterol C-4 demetilase) (Dewick, 2009)
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2.2.3) Propriedades
2.2.3.1) Propriedades micelares

As propriedades micelares das saponinas, como QM@sidade superficial maxima e
namero de agregagdo (numero de mondmeros em umeajnisdo muito importantes para
aplicagdes como surfactantes e espumoégenos. EdtagnBuenciadas por variaveis como
temperatura, concentracdo salina, pH da fase aquosaentracdo e tipo de solvente (etanol,
metanol). Além disso, as micelas formadas em sek@@uosas podem variar em tamanho e

forma em funcéo do tipo de saponina (Mitra & Dundged®7; 2000).

Como exemplos, a CMC de uma solucao neutra deiguillaja saponaria Mitra &
Dungan, 1997) varia entre 0,5 — 0,77 g/L, a 25°@s m 52°C esta aumenta para 0,8 — 1,07 g/L.
Quando ha variacdo de pH, a CMC varia entre 1,B-g/l. a pH 8,8 e entre 0,1 — 0,2 g/L a pH
3,0, sendo este ultimo resultado similar & variag@montrada quando a concentragédo de NaCl na
solucédo neutra de quilaia esta em 1,0M. Decrooslaboradores (2007) observaram que trés
fatores estruturais influenciam a CMC, alterandéarea hidrofébica disponivel: o nimero de
cadeias de oses (monodesmosideos apresentam nmd@og® os bidesmosideos); conjugacéo
com grupos substitutos (presenca do grupo DDMP atanee CMC) e presenca de grupos acetila
(também diminui mais a CMC que saponinas ndo-adeisl). Pekdemir e colaboradores (1999)
relataram a acdo de alguns eletrélitos sobre o @&Eescina da castanha da india, tendo o valor
inicial de 0,78 mM alterado para 1,69, 2,20 e &M quando na presenca de solucdo de 3 M de
uréia, 3 M de glicose e agua do mar, respectivaanétgtes autores também dissertam sobre o
efeito de alco6is com varios tamanhos de cadeiee sbltensdo superficial das saponinas, onde
cadeias maiores geram uma menor tenséo superfleidtjo a uma maior interagdo com o grupo

hidrofébico da saponina, promovendo uma maior &ipdgsta na interface agua-ar.

Mitra e Dungan (1997) também determinarBmydas saponinas da quilaia como 0,2
mmol/cmz, resultando numa area ocupada por molézuiaterface de 84z, gue é préximo do
dobro da area encontrada para um surfactante n&mifipico como C15E8 (octaetoxilato de
pentadecila), 45,242, a 298 K. Stanimirova e colegas (2011) relatatam valor um pouco
superior de 113 + A2 de area ocupada por molécula de saponina deagodainterface, muito
provavelmente devido a diferentes fontes de quilgiee a partir do processamento, pode ter
gerado alguma modificacao estrutural nas saponidesdo a esse valor de area encontrado, 0s
autores verificaram através de modelagem moleaulara orientacétay-on (todos os grupos
hidrofilicos imersos em agua) das saponinas nafacte agua-ar seria mais indicada do que a
orientacdocend-on(apenas um grupo hidrofilico imerso em agua), tgui@ uma area de 32
(Figura 7).
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Figura 7 — Orientacdes possiveis de saponinas naerface agua-ar (Stanimirovaet al, 2011)

A solubilizagdo micelar de compostos com baixa eahama solubilidade em agua
também é possibilitada pelas saponinas. Isso persgti uso em processos de lavagem e
biorremediacdo de poluentes como a solubilizacadidecarbonetos aromaticos policiclicos
(Guglu-Ustiindag & Mazza, 2007), fenantreno (Zhet al 2011), hexaclorobenzeno
(Kommalapatiet al, 1997), naftaleno (Rogt al, 1997), petréleo (Urum & Pekdemir, 2004;
Pekdemiret al, 2005) e no estimulo a bactérias na biodegraddedudrocarbonetos alifaticos
(Kaczoreket al, 2008), e no aumento da biodisponibilidade de &os hidrofébicos, como
carbamazepina e flurbiprofeno (Peixabal 2011), progesterona, alfa-tocoferol (Sasetkal,
1988) e quercetina (Glglu-Ustiindag & Mazza, 208l8n de aumentar a solubilizacdo de outras

saponinas, como as monodesmosidicas (Metitd 1986;Sasakiet al, 1988).

2.2.3.2) Interacdes com Esterois
As saponinas sdo conhecidas por interagirem cosrogstformando complexos com

ergosterol, colesterol e fitoesterois. Esta in@paé base de uma gama variada de atividades
biolégicas e farmacoldgicas associadas a aspestogugais (tipos de agliconas e cadeias de
monossacarideos), como atividade hemolitica, aiiléd antifingica, antiprotozoario e
hipocolesterolémica (Miciclet al, 1992; Hwang & Damodaran, 1994; Mitra & DunganQ@)Q
permitindo até mesmo seu uso como agente perngatidi celular para analise em citometria de
fluxo (Pereiraet al, 2007).

A atividade hemolitica € atribuida a interacdo eerds saponinas e 0s esterdis da
membrana do eritrocito, causando aumento de peiiidaale e sua ruptura da célula (Spat@l,
2004). Wang e colaboradores (2007) associaranvidade hemolitica a estrutura das saponinas e
concluiram que, a partir da mesma aglicona, as nga® que apresentam cadeias de
monossacarideos maiores geram maior atividade fteaolO mesmo acontece com o grau de
acetilacdo das oses. Magid e colaboradores (200&@nplementam que saponinas
monodesmosidicas possuem muito mais atividade figaotjue as bidesmosidicas, que séo

praticamente inativas. A presenca de grupos éstarabém favorece a hemdlise devido a
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diminuicdo da polaridade (Hosttetmann & Marston0®0 Chwalek e colaboradores (2006)
correlacionaram a atividade hemolitica com difegenmodificacdes na cadeia glicosidica de
saponinas de hera, indicando que anémeros de asabima forma alfa sdo mais hemoliticos que
os da forma beta, e que a metilacdo do grupo chidmxda hederagenina aumenta o poder
hemolitico pelo menos 3 vezes. Gauthier e colalooesd(2009) citaram que saponinas com
estrutura oleandlica possuem muito mais atividagiediitica que as de estrutura lupandlica,
derivadas de acido betulinico, praticamente inafigaalém disso, Kaiset al (2010), através de
uma andlise estatistica multivariada, estabelecefaenna saponina oleandlica a presenca de
hidroxila no C-16, CKDH no C-17, acetila em C-22 e acila em C-21 aunmerdaatividade

hemolitica.

O modo de acado das saponinas sobre as membranksaglexemplificado na Figura 8,
ocorre com a incorporacdo espontanea destas na ramanbtravés da sua parte hidrofobica,
favorecendo assim a formagédo de complexos (1:1lrjnetdre essas e os esterdis presentes nas
membranas. Estes complexos se acumulam, gerantiorbgefio e curvatura na membrana,
podendo culminar na formacdo de um poro ou altesa¢@mitubulares, produzindo vesiculas.
Assim, estes poros aumentam a permeabilidade debraeenpermitindo a passagem de ions e
macromoléculas. Outro modelo indica que a acédo sdg®ninas € sobre os microdominios
lipidicos (ipid raft) que apresenta maior concentracéo de colestesfirggolipideos, e que esta
interacdo promoveria uma desorganizacdo da memlgama rompimento do microdominio
(Augustinet al, 2011).
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Figura 8 — Esquema das alteracdoes na membrana cielupromovido pela interacéo saponina-colesterol
(Augustin et al, 2011)
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As saponinas também podem apresentar um efeitcdigaterolémico em animais e
humanos, resultando numa diminuicdo nas conceogacéde colesterol no sangue e no
figado. Isso pode ocorrer pela formacdo de complexon colesterol inibindo sua absorgéo
pelo intestino, e também pela solubilizacdo dos éiares, aumentando assim sua excrecao
fecal, e estimulando a conversdo do colesterol @dos biliares (Cheeke, 2000; Siti al,
2004). Uma reducdo de 20% no teor de colesteroplasma sanguineo foi obtida com
administracdo de platicodinas e saponinas de alfefao-grego, soja e feijdo branco,
confirmando que a presenca de carboxilas na aglicofluencia positivamente a
hipocolesterolemia (Storgt al, 1984; Petiet al, 1995; Waller, 1999; Skt al, 2004; Zhacet
al, 2008).

A atividade antifungica das saponinas também oaderedo a interacdo destas com
esterdis da membrana plasmatica, s6 que nestecoas® ergosterol, formando poros e a
perda da integridade da membrana, causando a roelttar. Normalmente as plantas
armazenam as saponinas na forma bidesmosidicaaenaima glucosidase para transforma-
la em monodesmosidica quando ha ataque microbi@aponinas modesmosidicas com
cadeias de 4 a 5 monossacarideos apresentam tinaabeice antifingica (Yangt al, 2006).

A atividade antibacteriana das saponinas, entet@&nmuito pequena ou nula, atuando em
proteinas e enzimas da membrana (Oleszek, 20063 Spa, 2004;Hostettmann & Marston,
2005). Um possivel uso das saponinas nesse caamseauxilio do controle biologico de
fungos fitopatogénicos (Ha®t al 2011). Também atuam como antiprotozoarios no
tratamento de malaria, leishmaniose e doenca dgaShau s6 para promover sua eliminacao
no rimen do gado para promover sua engorda (Ch26eke,; Sparget al, 2004; Wallace,
2004; Campost al, 2005; Piacentet al, 2005; Cheeket al, 2006).

A atividade antimicrobiana tem como principio al@g@io do grau de eficiéncia de
inibicdo ou inativacdo de uma faixa selecionada ndierorganismos sob condi¢bes
especificadas. Para isso, testes de rastreamerdooptencao de informacfes preliminares
podem ser utilizados, como asntdpoint tests nos quais 0s microrganismos sao testados por
um periodo arbitrério de tempo de incubacdo, geranfbrmacgfes sobre a concentracdo
efetiva dos compostos antimicrobianos, e os desusit que fornece dados quantitativos

sobre a dinamica de crescimento dos microrganigPagdsonet al, 2005).
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Os “endpoint testsmais utilizados sédo o método de difusdo em &gae,correlaciona

a atividade antimicrobiana com um maior diametrozdaa de inibicdo de crescimento

microbiano, sendo apenas qualitativo, e o métodalildé;do sucessivas (em agar ou em

caldo), utilizado para obtencédo de dados quaniitsticomo a concentracao inibitéria minima

(CIM), que é a menor concentracdo de antimicrobigne previne o crescimento do

microrganismo, e a concentracdo letal minima (CLN)e € a menor concentracdo de

antimicrobiano necesséaria para reducdo de 99,9% ndosorganismos. Dependendo do

microrganismo testado, a CLM pode ser chamada deeotracdo fungicida minima (CFM)

ou concentragéo bactericida minima (CBM) (Davidsbal, 2005; Schwalbet al, 2007). Na

Tabela 2, algumas CIMs de extratos ricos em sapsmpodem ser visualizados.

Tabela 2 — Concentracao inibitéria minima (CIM) depossiveis saponinas presentes em extratos vegetais

Matéria-prima Extracao/ CiM Microrganismo Referéncias
Purificacédo (ng/mL)
Banana-de-papagaio Etanol 125 Candida albicans, C. krusei, C. Marquiet al,
(Swartzia langsdorffji parapsilosise Cryptococcus 2008
neoformans
Ginseng 80% Metanol e 100 Staphylococcus epidermidis. aureus | Sung & Lee,
(Panax ginsenp Butanol Salmonella typhimuriura Vibrio 2008
vulnificus
Jua Agua 25 Candida albicans Cruzet al, 2007
(Ziziphus joazeirp 6,25 Candida guilliermondii
100 Cryptococcus neoformans
6,25 Trichophyton rubrum
400 Fonsecaea pedrosoi
Alho (Allium sativuny: Metanol e > 800 Candida albicans Matsuuraet al,
Saponina Furostandlica | Cromatografia > 800 Aspergillus niger 1988
Alho (Allium sativuny: Metanol e 25 Candida albicans Matsuuraet al,
Saponina Espirostandlica | Cromatografia 400 Aspergillus niger 1988
Cha Camellia sinensis Comercial 500 Staphylococcus aureus Li et al 2009
> 2000 Escherichia coli
2000 Candida albicans
Yucca schidigera Etanol e 62,5 Candida albicans Miyakoshiet al,
Cromatografia 31,3 Candida famata 2000
125 Cryptococcus laurentii
31,3 Debaryomyces hansenii
31,3 Hansenula anomala
62,5 Kloeckera apiculata
31,3 Pichia nakazawae P. carsonii
62,5 Saccharomyces cerevisiae
31,3 Zygosaccharomyces rouxii
> 1000 Aspergillus awamoré A. niger
> 1000 Aspergillus oryzae A. sydowii
31,3 Epidermophyton floccosum
15,6 Mucor pusillus
> 1000 Penicillium expansum
> 1000 Rhizopus formosaensR. nigricans
31,3 Microsporum canis
15,6 Trichophyton rubrum
31,3 Trichophyton mentagrophytes
Quinoa Metanol e 50 Candida albicans Woldemichael
(Chenopodium quinga Butanol & Wink, 2001
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Inhame Metanol 70%, 12,5 Candida albicans Sautouret al,
(Dioscorea cayenensis Butanol e 12,5 Candida glabrata 2004
Dioscina Cromatografia 25 Candida tropicalis
Smilacina atropurpurea Metanol, 10 Candida albicans Zhanget al,
Butanol e 20 Candida glabrata 2006a
Cromatografia 5 Cryptococcus neoformans
20 Aspergillius fumigatus
Pimentéo Metanol, 25 Saccharomyces cerevisiae lorizzi et al,
(Capsicum annuujn Butanol e 12,5 Saccharomycoides ludwigii 2002
22-O-Metilcapsicosideo G | Cromatografia 25 Schizosaccharomyces pombe
25 Candida albicans
12,5 Kloeckera apiculata
25 Hanseniaspora osmophila
12,5 Hanseniaspora vinaeH. uvarum
12,5 Hanseniaspora guilliermondii
500 Penicillium expansum
250 Phoma terrestris
125 Rhizopus orizea
250 Trichoderma viride
Guar Metanol 3130 Staphylococcus aureus Hassaret al,
(Cyamopsis tetragonoloba 780 Salmonella typhimurium 2010
1560 Escherichia coli
Gymnema sylvesite Metanol, 800/1200 Pseudomonas aeruginosa Khanna &
Eclipta prostrata Acetona e 1000/1200 Escherichia coli Kannabiran,
Cromatografia| 1000/1200 Salmonella typhi 2008
1200/1000 Klebsiella pneumoniae
600/1000 Proteus mirabilis
1200/1000 Staphylococcus aureus
1400/1400 Aspergillus fumigatus, A. flavus e A
niger
Phytolacca tetramera Metanol e 250 Candida albicans Escalanteet al,
Butanol 500 Candida tropicalis 2002
125 Saccharomyces cerevisiae
250 Cryptococcus neoformans
125 Aspergillus flavus
250 Microsporum cani€ M. gypseum
100 Trichophyton mentagrophytes
250 Trichophyton rubrum
250 Epidermophyton floccosum

Depois da CIM ter sido determinada, os testes iiessr podem ser realizados pela

curva de inibicao time-kill curvg, onde o microrganismo é incubado na presenca do

composto antimicrobiano, na concentracéo deterraingar até 48 h, verificando em 0, 2, 4,
8, 12, 24 e 48 h a viabilidade celular destes, @la pdeteccdo de turbidez em
espectrofotdmetro, determinando a concentracadtdrido infinita (Cll), onde o inverso da

efetividade relativa (ER), que significa a razdoteimpo de uma populacdo microbiana em

alcancar uma turbidez especifica na presenca dantimicrobiano pelo tempo da mesma

populacdo microbiana alcancar esta turbidez nanaizséeste, deve tender a zero (Davidson
et al 2005; Schwalbeet al, 2007). Sung & Lee (2008) fizeram a curva de gébi dos
ginsenosideos, em uma concentragdo de @{@OnL, contra Staphylococcus aureus

necessitando de 210 min para a ac&o bactericida.
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2.2.3.3) Interacdes com Proteinas
As saponinas também realizam interacfes com pastefrodendo gerar alteracdes na sua

topologia. Essa interacdo esta associada com \&ivatades farmacoldgicas, como por exemplo,
a interacdo das saponinas com receptores de dfimdides, que pode induzir acdo anti-
inflamatdria e neuroprotetora, além de apoptosdigogénese (Augustiet al, 2011; Hong &
Lyu, 2011); interacdo com proteinas da membrandarelcomo os canais de €& as Na, K-
ATPases, pode ter um efeito citotoxico (Mimakial 1999; Parket al, 2005; Chwalelket al,
2006; Augustiret al, 2011), ou a inibicdo da sintese de DNA (Samgs@i 2001), pode ter uma
acao antitumoral; inibicdo de algumas enzimas ptesena matriz extracelular, como colagenase,
elastase e hialuronidase, sendo associado a umaagénvelhecimento, restaurando o equilibro
anabdlico/catdbolico, e a uma venotdnica, diminmirad permeabilidade do sistema capilar
(Facinoet al, 1995; Wilkinson & Brown, 1999; Aburjai & NatsheB003; Thringet al, 2009);
inibicdo da lipase e amilase pancreatica, podeedar gim efeito antiobesidade e hipoglicemiante
(Onning & Asp, 1995; Birari & Bhutani, 2007); iniffio de metaloproteases de células tumorais
obtendo uma agéo antimetastatica (M#ral, 2011); inibicdo do sistema renina-angiotensina,
evitando problemas de hipertensdo (Takahasld, 2010); inibicAo da ciclooxigenase 2 e da
oxido nitrico sintase, gerando acdo analgésicaeyBidn et al 2003; Netoet al 2005;
Puangpraphant & De Mejia, 2009).

Esta interacdo de saponinas e proteinas tambénemcf em outras aplicacfes, ja que
algumas propriedades funcionais, como tensao scipgrformacéo de emulsbes e de espuma,
além de estabilidade térmica e a hidrélise enzoaapodem ser alteradas, sendo dependentes da
concentracdo de saponina e do tipo de estrutupaoti@ina e/ou da enzima envolvida, variando a
propor¢cdo das interacdes eletrostaticas e hidrdébienvolvidas (Potteret al, 1993;
Shimoyamadaet al, 2000; Sarnthein-Graf & La Mesa, 2004; Heng, 208®jciechowskiet al,
2011). Morton & Murray (2001) relataram que a iatgo de saponinas e proteinas de beterraba

geram problemas de turbidez no processamento dgalsetarbonatadas.

2.2.3.4) Modificacdes estruturais
A estrutura complexa das saponinas pode sofresftianacfes quimicas durante a

estocagem e o processamento, que podem modifisarpsapriedades, e uma diminuicdo no

seu percentual em até 60%. A ligacao glicosidiceser hidrolisada na presenca de acidos
ou bases, devido a hidrotermolise (aquecimento negepca de agua) ou por atividade

enzimética e/ou microbiana resultando na formagdagliconas, prosapogeninas, mono- e
oligossacarideos, dependendo do método e condigdkisirdlise (Onningt al, 1994;Shi et

al, 2004;Hostettmann & Marston, 2005; Gigclu-Ustiindag & Ma2£07).
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Wangetal (2012) e Aret al (2011) realizaram a modificacdo de ginsenosidpesas
por processamento térmico pressurizado. Heng éa@ldores (2006) discutiram sobre 0 uso
de etanol em concentracbes maiores que 30% corabilesinte de saponinas com grupos
DDMP frente a temperaturas maiores que 65°C, mas saponinas apresentarem carboxilas
livres, em condi¢gBes proximas do ponto de ebulidé@calcool, ocorre a esterificacdo das
saponinas entre 2 e 10% (Taataal, 2003).

A alteracao estrutural das saponinas pode geraripdades diferentes, como um
maior poder surfactante ou atividade antimicrohiaRar isso, alguns estudos tem sido
realizados em biotransformacéo microbiana, comser¢ao de um grupo hidroxila no C-22
de uma hederagenina (Murgtial, 2008), hidrélise de saponinas esteroidais parduygéo de
diosgenina (Liu et al 2010a), conversdo do ginsenosideo Rbl em Rd, mais
farmacologicamente ativo (Yet al, 2010), ou com uso de glicosidases, como a mag#ic
de platicodinas por celulases e hemicelulases @vad 2007), producdo do Composto K a
partir de ginsenosideos através de pectinases @iml 2006), obtencdo do 205)¢
ginsenosideo Rg3 por acado de celulases (Chaat) 2009), e modificacdo das saponinas de
quilaia para seu uso como estabilizante de espwrieja (Alarcon-Camacho & Sainz-
Lobo, 2010). Outra opcdo seria utilizar as sap@iapenas como matéria-prima para
producdo de suas agliconas, como a diosgeningauntilo uma hidrélise acida (Rothroek
al, 1957; Liet al, 2010a; Pengt al, 2011).

2.2.3.5) Toxidez
A toxidez das saponinas para animais de sangueteqéedependente do método de

administragdo, fonte, composicdo da mistura e coragio. Estas apresentam baixa absorcéo
pelas células intestinais ou sofrem hidrélise easita e, por isso, a via oral € 0 que menos
problemas podem causar. Altas doses de acidorgdico podem gerar um desequilibrio nas
concentracdes de sOdio e potassio causando retéigdoa e aumento de pressao sanguinea
(Gugli-Ustiindag & Mazza, 2007). No caso de conaefirs altas (acima de dez vezes a dose
normal em prescri¢cdes clinicas) do extrato etandile Dioscorea zingiberensipode causar
danos ao figado (Qiet al, 2009). Em animais de sangue-frio, entretantsapsninas apresentam
toxidez elevada, atuando como icitiocidas, insgdisj larvicidas, molusquicidas (controle do
caramujo transmissor da esquistossomose) e aniitedos (Teixeiraet al, 1984; Ekabeaet al,
1996; Helalyet al 1999; Pizarrcet al, 1999; Sparget al 2004; Hostettmann & Marston, 2005;
Santiagcet al, 2005).
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2.2.3.6) Atividade Antioxidante
Os antioxidantes séo compostos que, presentes guenas concentracdes em relagdo ao

um substrato oxidavel, conseguem atrasar ou irdbioxidacdo deste. Normalmente atuam
suprimindo a formacédo de radicais livres como espéeativas de oxigénio e nitrogénio, ou
removendo espécies reativas rapidamente antestigig@ramoléculas essenciais em organismos
(Laguerre et al, 2007; Niki, 2010). Esses radicais livres geram um estressidativo no
organismo, proporcionando oxidacdo em lipidiostginas, polissacarideos e DNA, e assim
causando, além de envelhecimento, inUmeras doeleggnerativas, cardiovasculares, mal de
Alzheimer e de Parkinson (Krishnaiat al 2011). Essa capacidade antioxidante pode ser
explorada em testes que avaliam a peroxidacagitkols; pela formacado de malonaldeido, que
pode ser analisado por HPLC e GC-MS, ou por esgflettmetria na forma de um aduto com
acido tiobarbitarico, ou no branqueamento floaroteno na formacgédo do perdxido de acido
linoléico; ou entdo avaliam a captura dos radittaiss como DPPH e ABTS, ou promovendo a
reducdo e/ou a oxidacdo dos ions de ferro queaasteoplados ou complexados a um corante,
ou ndo permitindo a acado do sistema hipoxantindharoxidase pela captura de radicais
superoxido (Moon & Shibamoto, 2009; Krishna&thal, 2011).

Algumas saponinas podem ter atividade antioxidargpturando radicais livres tanto de
fases aquosas como de hidrofébicas €Xal, 2008), ou de forma indireta, apenas estimulando
sistemas enzimaticos antioxidantes e inibindo em&géo de complexos de radicais livres com
ions metélicos (Huongt al, 1998). Nzowa e colaboradores (2010) provaramagugaponinas de
Entada rheedirealmente capturavam radicais superéxido ao ideéso inibir a xantina oxidase.
Ryu e colaboradores (2012) relataram que sapodmBtatycodon grandiflorungue apresentam
grupo hidroxila no C-23 e 24 capturam melhor radigeroxinitritos do que peroxilas, e com o
aumento de monossacarideos ligados a agliconaptaraade peroxilas diminuia, mas sem

alteracbes em relagao aos peroxinitritos.

2.2.3.7) Outras Propriedades
Normalmente, as saponinas possuem um sabor anmmaegoha suas excecdes como a

glicirrizina do alcaguz Glycyrrhiza glabrg, as periandrinas do alcaguz brasileiRerfandra
dulcis), albiziasaponinas de&lbizia myriophylla os abrusosideos das folhas do gémdmussp.,

0s pterocariosideos e ciclocariosideosPtiErocarya paliurusque sao de 50 a 300 vezes mais
doce que a sacarose, e todas pelo menos apresagiguus carboxila no C-30 ou &cido
glucordnico na cadeia glicosidica (Kinghorn & Soja2002; Yoshikawaet al 2002; Heng,
2005).
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As saponinas também podem interagir com minerarsoatalcio e ferro (Shet al, 2004,
Yoshiki et al, 2005), e metais pesados, como cobre, zinco, lhiqueno, cadmio e chumbo,
possibilitando seu uso na recuperacdo de metalpesie solos e efluentes (Haetgal, 2002;
Chenet al, 2008; Songet al 2008; Yuan et al, 2008; Kili¢ et al 2011; Gusiatin & Klimiuk,
2012). Essa interacdo s6 ocorre com saponinas gresesatem grupos carboxilas (Yuenal,
2008). Onning e colaboradores (1994) relataram ajysresenca de Feem processamento
térmico de aveia leva a degradacéo dos avenacesideo

As saponinas apresentam também outras atividadesnadalogicas como
imunoadjuvantes em vacinas, estimulando a proddedmfocitos e de resposta imune (Sargbs
al, 1997, 2002; Suet al, 2006, 2009; Song & Hu, 2009; Silveraal 2011); cicatrizante, onde
as saponinas estimulam os queratindcitos com aupéadde fatores de crescimento e citocinas
(Sampsonet al 2001); antiviral, agindo na capsula viral ou maesmbranas das células
hospedeiras, inutilizando os sitios de ligacdes osnvirus (Aquincet al, 1989; Yoshikiet al
1998; Tam & Roner, 2011); inibidor de absorcao @@ (Yoshikaweet al, 1996b) e de glicose
(Shimizuet al, 2001); gastroprotetor (Yoshikaved al, 2001); antimutagénica (Krizkowet al,
2004) e espermicida (Spaggal 2004).

2.3) FONTES DE SAPONINAS

Todas as plantas escolhidas para o desenvolvindegte trabalho apresentam dados
sobre a presenca de saponinas previamente relatadiosratura. Como ha uma grande variedade
de matérias-primas, estas serdo aqui subdivididascdrdo com a parte da planta utilizada para

extragao de saponinas.

2.3.1) Raizes

As espécies de alcacuz sdo ervas perenes da Fdrab@ceae, nativas da Regiao
Mediterranea, Russia e Asia Menor, apresentands o&@i30 espécies, incluinddlycyrrhiza
glabra (que possui 3 variedades: persa ou turca,walaceg russa, vargladuliferg espanhola
ou italiana, vartypical), G. uralensisG. inflata G. asperaG. korshinskye G. eurycarpa Suas
raizes apresentam saponinas triterpénicas (4-28%gipalmente glicirrizina, que é mistura de
sais de calcio e potasssio de acido glicirrizinfe@ura 9A). Além disso, suas raizes tém
flavondides, chalconas, isoflavonas, cumarinasibesbs, lactonas, triterpenos, acidos graxos,
glicose, sacarose, amido e arabinogalactanas (NAski& Hosseinzadeh, 2008). Sua produgéo
mundial esta entre 30 e 40 mil toneladas anuamlosatilizado principalmente em produtos de
confeitaria e como adocgante (Ibanoglu & IbanogQQ@ _http://www.crop.cri.nz2010).
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No Brasil, este alcaguz geralmente é importado, angé&nerdPeriandraque tem em
suas raizes saponinas muito similares, as penwmmdiientre 0,7 e 1,3%, Figura 9B), é
utilizado como substituto, sendo conhecido comacaiz brasileiro. Também da Familia
Fabaceae, as espécies encontradad’sdi@ndra mediterraneéantigaP. dulcig, P. gracilis,
P. coccineaP. pujaly P. densiflorae P. heterophyllatendo sua producéo ainda em sistema
de manejo. Alguns estudos revelam outros composieate suas raizes, como outras
saponinas (periandradulcinas), triterpenos e gagaom propriedades anti-inflamatoérias e
adjuvantes (Hashimotet al, 1982; Ikedaet al 1991;Suttisriet al, 1993;Santoset al, 1997;
Funch & Barroso, 1999; Pereieaal, 2000).

Outra raiz muita estudada € o ginseng, pertenéeRtanilia Araliaceae, que apresenta
vérias espécies cultivadas nos Estados Unidos,d@a&hina, Japao e Coréia do Sul, como
Panax ginsendginseng coreano, chinés ou asiati¢d)quinquefolium(ginseng americano),
P. japonicus(ginseng japonésk. notoginsenghotoginseng ou sangil. pseudoginseng
(ginseng himalaiao) €. trifolius (ginseng ando). Suas saponinas sao conhecidas como
ginsenosideos (Figura 9C), e apresentam teorevagism entre 1,5 a 6% do peso da raiz
seca. Suas raizes ainda possuem sesquiterpenogcepleinos, polissacarideos,
peptidoglicanas, acidos graxos e compostos fersdli8oa producdo mundial esta entre 6 e 7
mil toneladas anuais e suas principais aplicac@®s esn bebidas, fitoterapicos e como
suplemento alimentar (Parkt al 2005; Angelovaet al 2008; Jia & Zhao, 2009;
http://www.wanfangdata.com2010).

Outras espécies que n&o sdo do géRarmaxtambém sdo chamadas ginseng. E o caso
da Eleutherococcus senticosufginseng siberiano) e d#faffia paniculata (ginseng
brasileiro). O génerdPfaffia, pertencente a familia Amaranthaceae, possui 27ciespé
distribuidas pelo Brasil, além da citada anteriaeoomoP. glomerata P. tuberosae P.
iresinoides sendo que &. paniculataé a mais comercializada no Brasil, embora na Regiéao
Sul aP. glomerataseja mais freqiente. Os componentes presentes &nraizes Sao as
saponinas (fafosideos, cerca de 4%, Figura 9D8rpgenos, fitoesterois, ecdisterbides (exceto
a P. paniculata e alantoina. O géneferfaffia € utilizado no Brasil como fitoterapico, sendo
sua producéo por sistema de coleta, embora o seajonagricola ja esteja sendo iniciado
pela Embrapa, com projetos de cultivo no Pantawakdiet al, 1984; Nishimotaet al, 1984;
Court, 2000; Rates & Gosmann, 2002; Mattos & Sal€5; Zimmetret al, 2006).
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A maioria dos trabalhos relacionados as saponiadetérraba (betavulgarosideos, Figura
9E) se refere a variedade de beterraba sacariBeta (ulgarissubsp.vulgaris var. altissima
Familia Chenopodiaceae) que € amplamente cultivadauropa, Estados Unidos e Russid.A
vulgaris apresenta cerca de 0,3% de saponinas tanto nas mo nas folhas. Por estarem
presentes nas raizes, a matéria-prima utilizadagdracdo de saponinas é o melaco da beterraba,
um residuo do processamento de acucar, onde gsteEsnente com acucares e proteinas estao
concentradas. Nesta tese, foram utilizadas assra&izas folhas de beterraba vermelBatd
vulgaris subsp.vulgaris var. vulgaris) visto que a grande similaridade taxonémica easreluas
espécies permite a investigacdo da presenca daisapmesta espécie. Na raiz da beterraba
vermelha ocorrem grandes quantidades de antocgamirieetalainas, além de &cidos fendlicos e
pectina. A producdo brasileira foi préxima de 180 toneladas em 2006 (Ridoet al, 1994;
Yoshikawaet al, 1996a, 1998; Ngt al 1998;Brezhneveet al, 2001; Kujalaet al, 2002).
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Figura 9 — Saponinas de raizes: (A) Acido glicirriico, (B) Periandrina I, (C) Ginsenosideo Rb1, (D)
Fafosideo B, (E) Betavulgarosideo lll
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2.3.2) Caules

Como as plantas se irradiaram para varios habdiégsentes, precisaram desenvolver
adaptacbes em suas estruturas, como no caso de, gguhndo tipos como hastes (ervas
pequenas), troncos (arvores lenhosas), colmos (harmas (videira) e cladodios (cactus) que
sdo formas aéreas, e bulbos (alho) e tubérculod)(gae sdo formas subterraneas (Goncalves &
Lorenzi, 2007).

O génerdAllium (Familia Amaryllidaceae) € um dos mais antigosrauns utilizados
em alimentos e em medicamentos, sendo citado pEl@m€ de Ebers, em 1550 A.C.. Possui
mais de 450 espécies, sendo 0s mais conheciddwaghal sativun), a cebolaA. cepg, o
alho-poro A. porrunj, a cebolinha-verdéA. fistulosunp a cebolinha-branca ou chaldi.
ascalonicuny, a cebolinha-franceq@. schoenoprasu)re o nird A. tuberosum A producéo
mundial destes bulbos é elevada, com mais de 10esltoneladas de alho e 74 milhdes
toneladas de cebola. A producdo anual de outragaslado género chega a 3,6 milhdes
toneladas. No Brasil, essa producdo é bem menorl®dnmil toneladas de alho; 1,75 milhdo
toneladas de cebola e aproximadamente 6 mil toaglkde alho-pord. Seus bulbos apresentam
saponinas esteroidais (Figuras 10A, 10B e 10Ckrd@des, flavondides, tiosulfinatos e
compostos organossulfurados. Todos possuem baixaléesaponinas: 0,2% no alho, 0,8%
na cebola e 0,6% no alho-poré (Matsuetral 1988; Carotenutet al, 1999;Fattorussaet al,
2000; Corea et al 2005; Lanzotti, 2005, 2006; Corzo-Martinezt al 2007,
http://faostat.fao.org”2010;_http://www.sidra.ibge.gov/b£010).

Outro bulbo que possui saponinas (entre 0,01 8%),0Figura 10D) é o lirio,
pertencente ao géneralium (Familia Liliaceae) com mais de 100 espécies, sehdo
variedades hibridas comuns no Brasil: longiflorwasiaticos, orientais e L.A. (hibrido de
longiflorum e de asiatico). Em seu bulbo, tambénfl&adondides, alcalbides, fitoesterois e
esterbides. Poucos dados sobre a producdo destéo relatados na literatura, mas como as
flores de lirio sdo a terceira na preferéncia emdas, e a producdo de flores de corte e
plantas ornamentais no Brasil se manteve em 5nmeladas em 2007, pode-se imaginar que
a quantidade produzida seja significativa. Em @dag producdo de bulbos, ha um relato da
producdo de 11,5 milhdes de bulbos comercializadssEstados Unidos e Canada em 1996.
No Brasil, a producéo de bulbos e flores de lidosrre principalmente em Holambra (SP)
(Mimaki & Sashida, 1990; Mimalatal, 1999; Erdogaet al, 2001; Caixeta-Filhet al, 2002;
Fraguaset al 2002; Eisenreichovéet al, 2004; Junqueira & Peetz, 2008; http://aggie-
horticulture.tamu.edu2010).
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Ja os tubérculos do géneoscorea (Familia Dioscoreaceae), com mais de 600
espécies espalhadas pelo mundo, sdo bem conhgmidogossuir grande quantidade de
amido, mas sempre houve muito desentendimento am to seu nome comum, cara e
inhame, devido a semelhanca com a esp@glecasia esculentéFamilia Araceae). Por isso,
em 1999 foi proposta a padronizacdo da nomenclainde inhame seriam as espécies
relacionadas ao génetnoscorea e taro seria 0 nome vulgar da esp&mdocasia esculenta
As espécies comercializadas no Brasil sdo inhameacu D. alata), cara-doceld. trifida),
cara-da-costal). cayennens)s cara-de-rama ou cara-do-&. (bulbiferg e cara-barbado ou
caratingap. dodecaneura Além de amido, seus tubérculos possuem sapofiaaando de
0,08 a 5%, Figura 10E), proteinas, flavonéidesdaxifendlicos, tocoferéis, cromenos,
coenzima Q e mucilagem. A producdo mundial de iharde 48,7 milhdes ton, e no Brasil
de 232 mil ton (Mascarenhas & Resende, 2002; Redtahl 2002; Sautouet al, 2006;
Chenget al, 2007; Huanget al, 2007;Lin & Yang, 2008;http://faostat.fao.org2010).
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Figura 10 - Saponinas de bulbos e tubérculo: (A) Eibosideo B (Alho); (B) Aliospirosideo D (Cebola) Q)
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As propriedades espumogenas das cascas Qdédlaja saponaria (Familia
Quillajaceae) foram observadas pelos indios Mapua® Chile desde tempos antigos,
utilizando-as para lavagem de roupas e cabelo.sEpsapriedades estdo associadas
diretamente com as saponinas (entre 5 e 20%, FidiA® presentes na casca, que também
possui taninos, proteinas, oxalato de calcio e aagdc De 20 mil toneladas de arvores
cortadas anualmente para extracdo, apenas 11%sdmpedo da biomassa, que representam
a casca, sao usados. Por isso alguns estudossestdo feitos para que se utilize a arvore
inteira para extracao de saponinas. Dois tiposttate de quilaia sdo oferecidos no mercado:
o Tipo 1, que possui 20-26% de saponinas e o Tjpgu@ alcanca 70-95% de saponinas
devido ao processo de concentracdo por ultraflraSuas principais utilizagbes sdo em
dentifricios, bebidas e adjuvantes em vacinas (8artin & Briones, 1999; Copajat al,
2003;Resnick, 2004).

O jud (iziphus joazeirp Familia Rhamnaceae) ocorre no Brasil desde oaCatar
Mato Grosso do Sul, sendo muito importante pararti8 Nordestino, que utiliza suas folhas
para alimentacdo do gado, seus frutos como alimentguas cascas como detergente,
dentifricio e fitoterapico. A sua producdo se dafaena exclusivamente extrativista. O
géneraZiziphuspossui mais de 30 espécies, sendo que aléem dm@igi4 sdo encontradas no
Brasil: Z. cinnamomumZ. cotinifolia, Z. platyphyllae Z. undulata Aléem das saponinas
(jujubosideos, entre 2 a 10%, Figura 11B), sao mm@dos nas suas cascas triterpenos,
estearato de glicerila, alcaléides (amphibinasgifeina (Higuchet al, 1984;Barbosa-Filhcet
al, 1985; Barbosa-Filho, 1997; Schihlyet al 2000; Carvalho et al 2007;
http://www.cnip.org.br/2010).

O génerdJncaria (Familia Rubiacead representado por 60 espécies de lianas, sendo
gue na Amazbnia e na América Central duas espéhmmadas de unha-de-gato sdo mais
comuns:U. tomentosae U. guianensisNo Brasil, sua producdo € por sistema de coleta,
enquanto no Peru ja ha o cultivo com producdo aeal00 toneladas. Seu principal uso &
como fitoterapico, apesar de estudos recentes tegdfitado sua acdo larvicida. Suas cascas
apresentam saponinas (cerca de 0,6%, Figura 1llavpnbides, alcaldides oxinddlicos,
triterpenos, taninos e fitoesterodis (Catrial, 1988;Elliot, 2000; Mirandeet al, 2001; Valente
et al 2006, 2009).
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Figura 11 — Saponinas de cascas de tronco: (A) Sayea geral de quilaia (R pode ser xilose, ramnoseuo
apiose); (B) Jujubosideo sulfatado; (C) Saponinade unha-de-gato

2.3.3) Folhas

Centella asiaticaé uma erva da familia Araliaceae, e é oriundeed®es quentes de
ambos os hemisférios, sendo abundante em areaanpsas da india, Iran e Paquistdo. A
centela possui diferentes variedades em relacéigenogeografica que estédo correlacionadas
com a morfologia foliar e sua composi¢cdo quimiCaasiaticavar. typica (Asia tropical e
Madasgacar), C. asiaticavar. abyssinica(Africa tropical e equatorial) €. asiaticavar.
floridana (Sul dos Estados Unidos até Argentina e Oceani@). fdram encontrados relatos
econdmicos sobre esta planta, levantando-se aekgdgportanto, que sua producdo seja por
coleta. As partes aéreas da planta contém sapo(asigicosideo e madecassosideo, 3 a
12%, Figura 12A), triterpenos, flavonodides, fit@eéts, 6leo essencial, clorofila, lipideos e
poliacetilenos. Seu uso € como fitoterapico (Inanetlal 1996; Bajaj, 1998; Yet al, 2007;
Zheng & Qin, 2007; Subbaet al, 2008; Rafamantanarm al, 2009).
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O géneroHedera(Familia Araliaceae) consiste de 15 espécies blisttas pela Europa,
Norte da Africa, Macaronésia e Asia. A hefedera helix possui 3 subespécids: helix subsp.
helix (Norte, Oeste e Centro da Europd),helix subsp.poetarum(Sul da Europa e da Asia)
helix subsprhizomatifera(Sul da Espanha), com mais de 100 cultivares. &aupao é pequena
com apenas 26 ton. Sua utilizacdo € como plantm@@ntal e fitoterapico (com restricdes devido
a sua toxidez). Suas folhas possuem saponinas (énér 6%, Figura 12B), triterpenos, Oleo
essencial, acido abscisico, flavondides, acidoslifars, clorofila, emetina e falcarinol (Eli@s
al, 1991;Bedir et al, 2000; Ackerfiled & Wen, 2002; Medeiret al, 2002; Censkowskgt al,
2007;Pennisiet al, 2009).

As folhas de chaQamellia sinensisFamilia Theaceae) sdo consumidas ha mais de 5000
anos na China. E a segunda bebida mais popularuhalon sendo produzidos 4,5 milhdes de
toneladas por ano, e apenas 0,4% da producao 8o. B¥aha possui duas variedadassamica
e sinensis e pode ter diferentes processamentos gerandatpsodomo chéa verde, pretmlong
vermelho, branco e amarelo. Em suas folhas se &aoorflavonoides, metilxantinas, 6leo
essencial, aminoacidos, polissacarideos, clorafdaponinas (entre 0,25 e 0,3%, Figura 12C) e
triterpenos (Sagesalat al 1994; Wanget al, 2000; Kobayashiet al, 2006; Limaet al, 2009;
Sharangi, 200%ttp://faostat.fao.org/2010).

A erva-mate l{ex paraguariensisFamilia Aquifoliaceae) é originaria da Regido 8al
Brasil, que, em conjunto com Argentina, Uruguaiaeaguai produzem mais de 760 mil toneladas
por ano. Aproximadamente 30% da populagédo destsspeonsomem mais de 1 litro da bebida
de erva-mate todo diaSuas folhas possuem saponinas (entre 0,7 e 1%jyraFitRD),
metilxantinas, acidos fendlicos, flavonoides e afitet (Gosmanret al, 1995;Gnoattoet al, 2005;
Heck & De Mejia, 2007; Efing, 2008; Sugimabal, 2009; http://faostat.fao.org/2010).

O sisal Agave sisalanaFamilia Asparagaceae) é a principal fibra duredpzida no
mundo, correspondendo a 70% da producdo comekeifibihs. No Brasil, o cultivo do sisal se
concentra na regido Nordeste, alcancando mais denf85toneladas/ano através de pequenos
produtores, com predominio do trabalho familiaredqr da sua boa adaptacéo ao pais, o sisal ndo
€ nativo, e sim originario do México, tendo sidtraduzido no Brasil em 1903. Das suas folhas
sdo extraidas as fibras longas, que sé represéht@ri% do seu peso. Os 95 a 97% restantes
constituem os chamados residuos do beneficiam&utoo(do sisal”), que sdo aproveitados como
adubo orgéanico, racdo animal, bioinseticida e inégliario de sintese de drogas esteroidais pela

indUstria farmacéutica.
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Isso ocorre por que o suco do sisal, que tem sag®resteroidais (0,21 — 1,25%,
Figura 12E), sofre uma fermentacdo anaerobicaiatac? dias ap0s a extragdo, gerando as
sapogeninas, hecogeninas e tigogenina. Outrosittomss também estdo presentes neste
residuo do sisal, como isoflavonéides, hemiceld@emnogalacturonana (Diagal, 1989,
1993;Stewartet al, 1997; Oashi, 1999; Pizaret al, 1999; Zouet al, 2006; Cheret al, 2009;
Martin et al, 2009; Narvaez-Zapata & Sanchez-Teyer, 2009; Diblaial, 2010).

Das 485 espécies do géndtassiflorg de 150 a 200 sao nativas do Brasil, que é o
maior produtor mundial da fruta com 920 mil tonelsldno. As espécies mais

comercializadas no Brasil sddPa edulis(maracuja-azedo) B. alata(maracuja-doce). Suas

folhas apresentam saponinas (0,1-0,8%, Figura 1fBgsterol, flavondides, alcaldides
indolicos e maltol (Soulimaret al, 1997;Reginattoet al, 2001, 2004; Milleet al, 2005;
Castro, 2008; http://www.sidra.ibge.goV,2010).

oHOH

oH OH

Figura 12 — Saponinas de folhas: (A) Asiaticoside¢B) Hederasaponina C; (C) Teasaponina B1; (D)
Matesaponina 1; (E) Dongnosideo E; (F) Quadrangulédeo
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2.3.4) Flores

Ha muitos estudos sobre o 0Oleo e as proteinagrassgl Helianthus annuyd~amilia
Asteraceae) provenientes de sua semente, mas lsuas thmbém possuem constituintes
quimicos importantes como saponinas (heliantosjdeesca de 0,6%, Figura 13A),
carotendides e flavondides. O girassol é origindadéxico, mas atualmente é plantado em
varios paises como Argentina, Russia, Ucrania, &&iRranca, tendo uma producdo mundial
de 30,4 milhdes toneladas de sementes do girasmuifeyo. No Brasil, a producdo esta em
torno de 87 mil toneladas/ano. A Embrapa tem es$idwuo cultivo do girassol ornamental
criando novas variedades de cores diversas e npamtg para uso como flores de corte
(Kishimotoet al, 2007; Ukiyaet al, 2007; Sabbagh, 2008; http://faostat.fao.,d2§/10).

As flores da caléndulaC@lendula officinalis Familia Asteraceae) também possuem
saponinas (calendasaponinas, entre 0,3 a 2%, Fi§&a A caléndula é originaria da Regiao
Mediterrranea, mas no Brasil ja existem cultivos maidades experimentais da Embrapa. Em
suas flores também apresentam carotendides, flales)dleo essencial, triterpenos, acidos

graxos e fendlicos. Seu uso principal € como cdasmét fitoterapico (Vidal-Ollivieret al,

1989; Yoshikawaet al, 2001; Szakieét al 2003;Volpato, 2005; Mulet al, 2009).
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Figura 13 — Saponinas de flores: (A) Heliantoside®, (B) Calendasaponina A

2.3.5) Frutos

A plantaTribulus terrestris espécie pertencente a familia Zygophyllaceaatiganda
Regido Mediterranea, mas é muito cultivada em paieeo Bulgaria, Roménia, Austrélia,
China e india. No Brasil, ndo ha producio destatplaelatada na literatura. Seus frutos
apresentam uma gama de saponinas esteroidais Qghfre 6,5%, Figura 14A) variando sua
distribuicdo com a regido geogréafica. Além de sap®) os frutos possuem flavonadides,
alcaléides, lignanamidas e amidas de acido cinansiea uso principal € como fitoterapico
(Wanget al, 1997; Kostova & Dinchev, 2005; &t al, 2009).
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As pimentas e 0s pimentdes pertencem a farBlanaceae ao génercapsicum
Este género possui de 20 a 25 espécies, normalmiestificadas de acordo com o nivel de
domesticacdo. O Brasil destaca-se por possuir adipdasidade em todas as categorias e
contempla 4 espécies domesticadasannuunvar. annuum(Pimentdo, Jalapefio e Pimenta
doce),C. baccatunvar. pendulum(Pimenta dedo-de-moca e cambu€l),chinensg¢Pimenta
de cheiro) eC. frutescengdPimenta malagueta); e 3 semi-domesticadasannuumvar.
glabriusculum(Pimenta de mesay;. baccatunmvar. praetermissumPimenta cumari) €.
baccatumvar. baccatum (Cumari verdadeira). A producdo mundial € de 2nhfhdes
toneladas, e no Brasil apenas 18 mil toneladas f8etos apresentam saponinas (em torno de
1%, Figura 14B), acidos graxos, Oleoresina, capsades, carotendides. Seu uso mais
comum € como alimento, mas também tem sido utiizamno armas nédo letais com gas de
oleoresina de pimenta (lorizat al 2002; De, 2003; De Luccat al 2001, 2006;
http://www.cnph.embrapa.br/capsicyrd010;_http://faostat.fao.or,g2010).

A berinjela Solanum melongenaFamilia Solanaceae) € nativa da india, mas é
produzida no Brasil, principalmente em Minas GerRi® de Janeiro e Sdo Paulo, em um
total de 78 mil toneladas anuais, ainda muito distaos 42 milhdes da producdo mundial,
onde a China é responsavel por 58% da producds fBeios apresentam antocianinas,
glicoalcalbides esteroidais, saponinas esteroiffaedongosideos, cerca de 0,35%, também
encontrado nas sementes, Figura 14C), esteroid®sjas, polissacarideos, e séo utilizados
como alimentogKintia & Shvets, 1985a, b; Paczowsltial, 1998; Azumaet al, 2008; Tiwari
et al, 2009;_http://faostat.fao.org2010).

A bucha é bastante conhecida no Brasil devido amse como esponja vegetal, tendo
uma producéo de 1.280 toneladas anuais, mas enirgtass podem ser encontrados outros
constituintes além das fibras como saponinas @igéms, entre 1 e 4,5%, Figura 14D),
flavondides, triterpenos e xilanas. O génkuffa da Familia Cucurbitaceae teve origem na
india, mas pode ser encontrada pelo mundo tod@n@rg possui 7 espéci¢s:echinataL.
acutangula(cabacinha),L. aegyptiaca(bucha, que substitui A. cylindrica e € a mais
cultivada), L. graveolensL. operculata(buchinha-do-norte), L. quinquefidae L. astorii
(Yoshikawaet al, 2001;Bisognin, 2002; Kawaharet al, 2004; Duet al 2006; Du & Gao,
2006; Du & Cui, 2007; Khajuriat al, 2007; _http://www.sidra.ibge.gov/b2010).
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Figura 14 — Saponinas de frutos: (A) Terrestrosind, (B) CAY-1, (C) Melongosideo O, (D) Luciosideo N

2.3.6) Sementes

O géneroAesculus(Familia Sapindaceaa¢m 13 espécies distribuidas pelo hemisfério
norte, send@. hippocastanurfcastanha-da-india)&. chinensisas mais comuns da Eurasia.e
pavia nativa da América do Norte. Sua producdo mundibé@® pequena (160 ton) e seu uso
principal € como fitoterapico. Suas sementes possseponinas (escinas, 1,7%, Figura 15A),
flavondides, taninos, cumarinas, triterpenos, patiarideos, proteina, 6leo e purinas (Yoshikawa
et al1996b; Wilkinson & Brown, 1999; Martins & Brand&o, 2006;h&ng et al 2006b;
Censkowskyet al, 2007).

Ha também pseudocereais que contem em seus Q@@sress, COMO 0 amaranto e a
qguinoa, ambos pertencentes a Familia Amaranthaseaelo originarios da América Central
(amaranto) e dos Andes (quinoa) e boas opc¢desrderdbs para celiacos devido a auséncia de
gluten. Sua producéo anual € estimada em 70 neélddas de quinoa e de 1400 toneladas de
amaranto. No Brasil, a Embrapa ja vem desenvolvendiovares para sua produgdo comercial
como oAmaranthus cruentuBRS Alegria e oChenopodium quino®8RS Piabiru. Além das
saponinas (amaranto, com teores entre 0,09 e OHi%a 15B; e quinoa, com teores entre 0,02
e 0,04%, Figura 15C), os graos possuem proteinagjoa Oleo, tocoferdis, esqualeno e
flavondides (Gorinsteiet al, 1991;0leszeket al, 1999; Woldemichael & Wink, 2001; Spehar &
Santos, 2002; Spehat al, 2003;Martirosyanet al 2007;Kuljanabhagavaet al, 2008; Stuardo
& San Martin, 2008; http://faostat.fao.qr@010;_http://www.agmrc.org2010; Alvarez-Jubetet
al, 2010).
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Dentre os cereais, o génefwena(Familia Poaceaed uma excecdo por sintetizar
saponinas, chamadas de avenacinas, com estrutiieapénicas, presentes nas raizes e
avenacosideos (Figura 15 D), com estruturas edgspipresentes nas folhas e sementes. As
saponinas da aveia sdo encontradas em teores gae \emtre 0,17 e 0,3%. Suas sementes
também apresentam beta-glucanas, proteinas, Igpidenudo, tocotriendis e flavondides. Sua
producdo mundial € de 19,6 milhdes toneladas pmrsendo o Brasil responsavel apenas por
2% do total (Onningt al, 1994; Osbourn, 2003; Wenzig al, 2005; Sayaet al, 2006).

Alguns trabalhos sobre guarar@agllinia cupana citam a presenca de pequenas
quantidades (0,06%) de saponinas em suas semeraesgpenas Henman (1982) relata que
sua estrutura € similar as saponinas (Figura 186&)reradas nos timboSé€rjaniasp), sendo
ambos da Familia Sapindaceae, Subfamilia SapiraideTribo Paullinieae. O guarana é
originario da Amazoénia, possuindo duas subespéBiesupanavar. typica (Venezuela e
Colémbia) e &. cupanavar. sorbilis (oriunda do Brasil). A variedade brasileira aprésen
uma producdo anual de 3,7 mil toneladas. Suas $esnpassuem também taninos, cafeina,
xantinas, proteinas, 6leo e polissacarideos (Traiegial, 1984; Ekabaet al, 1996;Araujo et
al, 2006).

Véarias sementes de leguminosas, além de protetigessacarideos e lipideos,
apresentam as mesmas saponinas (soyasaponinas, Fs) como € o caso da sdycine
max entre 0,3 e 2%), feijao preté’l{aseolus vulgaris0,15-0,2%), feijao azukiVigna
angularis 0,22%), grao-de-bicoCjcer arietinum 0,23%), lentilha l(ens culinaris 0,07-
0,11%), ervilha RPisum sativumentre 0,18 e 4,2%) e amendoifrdchis hypogaea0,1%).
Estas sementes pertencem a mesma Familia FabaSedraenilia Faboideae, e apresentam
algumas variedades, possuindo, além de saponisaffavonodides, fitatos, flavonodides,
taninos e acidos fendlicos. O feijdo preto e o BzZaknbém apresentam saponinas
caracteristicas (Figura 15G e H), mas em quanttdadenores. Estas leguminosas séo
originarias de varios lugares no mundo como Chswa(e feijio azuki), Asia menor
(lentilha, gréo-de-bico e ervilha), América do Bulentral (feijdo preto e amendoim). O
Brasil € um dos maiores produtores de soja, coln&@J7 milhdes toneladas de soja, 3,1
milhdes toneladas de feijao, 261 mil toneladasnderaloim, 5,9 mil toneladas de ervilha e 11
toneladas de lentilha por ano (Kitagaetial, 1983; Ruizet al, 1996; Kinjoet al, 1998;
Stevenson & Veitch, 1998; Muzquet al, 1999; Beninger & Hosfield, 2003; Séi al, 2004;
Chukwumabhet al, 2007;Giicli-Ustiindag & Mazza, 2007; Le¢ al, 2008;Onyilaghaet al,
2009;Xu & Chang, 2009; http://www.sidra.ibge.goVv,i2010).
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Figura 15 — Saponinas de sementes: (A) Escina IBY Amaranthus-saponina I; (C) Saponina triterpénica
de quinoa; (D) Avenacosideo B; (E) Pulsatilla sapama D (Guaranda); (F) Soyasaponinarg (encontrada
em soja, grao-de-bico, ervilha, amendoim e lentilla(G) Azukisaponina VI; (H) Phaseolosideo I.
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2.4) METODOS DE EXTRACAO

A primeira etapa no processamento de saponinapm@-tratamento da matéria-prima
vegetal, incluido a secagem, a cominuicdo, e ongesduramento, para que assim se aumente a
eficiéncia da etapa de extracdo. Como em qualqueregso extrativo, o solvente extrator, as
condi¢cdes de extracdo (como temperatura, tempaogitdo matéria-prima/solvente, agitacéo), e
as propriedades da matéria-prima (como composic@manho de particula) sdo os principais
fatores que determinam a eficiéncia do processs prapriedades do produto final (Glclu-
Ustiindag & Mazza, 2007).

O método de extracdo de saponinas mais utilizadajée utiliza solventes como agua,
metanol, etanol ou mistura hidroalcodlica em egtr&oxhlet ou por extragdo orbital simples.
Outros solventes ja foram utilizados como glicg@afneret al 2004) e solugbes aquosas e
alcoodlicas de surfactantes (extragcdo micelar), camdgilizacdo de Triton X-100 (etoxilato de
octilfenol) para extracdo de ginsenosideos (Fetr@, 2000). Além do Soxhlet, outros métodos
que utilizam uma menor quantidade de solvente, mempo de extragdo e que aumentem a
eficiéncia do processo estdo sendo estudadosptais extracdo multi-estagios em contracorrente
(Wanget al, 2004; Wanezaket al, 2005); extracéo liquida pressurizada (ELP); e@ivade alta
pressédo (Zhangt al, 2007); extracdo assistida por ultrassom, por gomdas (EAM), e com
diéxido de carbono supercritico aditivado de ca«siale (Ong, 2004; Wang & Weller, 2006).

Estes métodos de extracdo sdo muito promissoresamda sdo conduzidos em escala
laboratorial ou piloto, devido aos altos custosrapenais e aos sistemas termodinamicos
complexos, necessitando de dados adicionais déilsddde, seletividade e difusividade para

possibilitar um aumento de escala (Wang & Welle0g).

2.4.1) Extracao Micelar

A extracao micelar se assemelha muito a extrac@osoiventes, apenas com a diferenca
de que a fase hidrofébica € gerada dentro da fasesa, devido a formacao de nucleos apolares
nas micelas formadas pelo surfactante, permitindgolabilizacdo de varios metabdlitos como
proteinas, enzimas, vitaminas, hormonios, ions lineta e saponinas. Normalmente s&o
utilizados surfactantes nao-idnicos, como TritorlO0 e X-114 (ambos etoxilato de octifenol,
mas com unidades com 6xidos de etileno diferemtesums cadeias: 9,5 e 7,5, respectivamente) e
Genapol X-080 (polietilenoglicol dodecil éter) (Qai& Hinze, 1999; Paleologes al, 2005). A
grande maioria dos trabalhos utiliza a extracaeelaicassociadas a energias nao-térmicas e aos

solventes pressurizados, sendo estes discutidgedxisnos subitens.
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2.4.2) Extracao assistida por Energias Nao-Térmicas

ExtracBes assistidas por ultrassom (frequénciasiaaale 20kHz) envolvem efeitos
mecanicos de cavitagdo acustica, onde ha cicloexgansdo e compressdo que formam e
colapsam bolhas rapidamente, induzindo maior pacétr de solvente no material e assim
aumentando a transferéncia de massa. Geralmeniearatse banhos de ultrassom ou
transdutores para promover a extracao (Villdtual, 2008). J& as extracOes por micro-ondas
(frequéncias de 0,3 a 300 GHz) envolvem o aquedindgn matéria-prima através das interacdes
com moléculas polares (agua, metanol e etanol} peilero-ondas. Seus efeitos sdo extremamente
dependentes das constantes dielétricas do soleemi® matriz vegetal, e por isso materiais
hidratados facilitam a extracéo de ativos (Lidsteiral, 2001). Ambas as extracdes assistidas por
energias ndo-térmicas ja foram utilizadas paraagdtr de varios metabdlitos como Oleos
essenciais, carotendides, compostos fendlicos,eipas, polissacarideos, acidos organicos,
alcalodides e saponinas, sendo normalmente maidasague 0s processos convencionais (Vilkhu
et al, 2008; Soria & Villamiel, 2010; Chemat al, 2011; Zhanget al, 2011).

Wu e colaboradores (2001) estudaram a extracamdergpsideos comparando o método
por Soxhlet e o auxiliado por ultrassom, tantotdimeente (uso de transdutor imerso na solucao,
com 20 kHz, 25-27°C) quanto indiretamente (usoatehb de ultrassom com 38,5 kHz, 38-39°C)
utilizando 200 mg de ginseng em 15 mL de solventetgnol, agua saturada com n-butanol e
agua com 10% de metanol) com agitacdo de 100 rpaxtrAcdo com ultrassom, independente do
solvente utilizado, foi 4 vezes mais rapida do guextracdo com Soxhlet, que demorou 8 h, sem
diferencas significativas em relagéo ao uso dieatalireto do ultrassom. J& Zhao e colaboradores
(2007) reportaram a comparacao entre uma extrat@alsimples e auxiliado por um transdutor
de ultrassom de 20kHz de 3 g de raizes em pBug#eurum chinensetilizando 75 mL de
solucédo aquosa de 50% etanol, agitada a 420 rpste ldaso, o ultrassom acelerou em 6 vezes a
extragcdo, necessitando apenas de 30 min. A vardgd®mperatura de extragdo de 40 para 80°C
gerou um aumento de 20% na extracdo de saponimagse de tamanho de particulas menores
(0,3-0,45 mm) acrescentou mais 33% ao rendimendmed@t al (2010) e Gaete-Garreton e
colaboradores (2011) indicaram que, também ao usartransdutor similar, a extracdo de
saponinas de quilaia, a 20 °C por 20 min, numaqugde de cascas com granulometria de 0,2
mm e agua de 1/15 alcangaram 62% de rendimento.

A maior parte dos trabalhos sobre extracdo assigtaf micro-ondas de saponinas se
refere as presentes no ginseng e no alcaguz. Ealalwradores (2000) indicaram que a extragao
de &cido glicirrizico de alcaguz com 60% de etan@% de amonia auxiliada por micro-ondas

(85-90°C) obteve o0 mesmo resultado que a extragitalosimples (25°C), s6 que com 4 min de
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extracdo invés das 20 h. Extracdes hibridas tany@doram realizadas utilizando Triton X-100
para facilitar a solubilizacdo do &cido glicirriziauxiliado pelas micro-ondas, como Sainal
(2007a), que utilizaram uma solucdo aquosa 5% dactante a 100°C por 3 min para extragéo, e
adicionaram 20% NaCl para pré-concentracdo poop@inévoa alcancando uma recuperacao de
98%. Estes mesmos autores em 2008, verificaranespaeextragdo micelar conseguia 0s mesmos

resultados da extracédo auxiliada por microondasroetanol e etanol 50%.

Kim e colaboradores (2003a) reportaram que a édragsistida por micro-ondas (EAM)
(2450 MHz, 72,2°C, poténcia maxima) de ginsenosid@d360 vezes mais rapida que a extracao
orbital simples (75°C, 3 h), mantendo o mesmo stévdmetanol 80%) e relacdo matéria-
prima/solvente (1/10). Em outro trabalho dos mesmdsres (2003b), ha conclusdes similares
utilizando como solvente etanol 60%, complementaelo planejamento experimental (2003c),
mantendo uma poténcia de irradiacdo de 105W, endbteomo condi¢cdes Otimas de extracdo de
295 s e uma concentracdo de etanol 77,3%. Enquasty Shu e colaboradores (2003)
investigaram a influéncia de véarias concentracéesetdnol e agua, além das poténcias de
irradiacéo e o tempo, obtendo 0,28% ginsenosiddocBign 30% etanol e 1,31% de ginsenosideo
Rbl com 70% de etanol em 15 min de extracdo, coinV¥5de poténcia. Vongsangnak al
(2004) mostraram que a extracdo assitida por nunoas de ginsenosideos também pode ser
efetuada em células vegetais, tendo como condigiieas: 50°C, 125 W, 4 min e uma raz&o
solido/liquido de 1/150. Qu e colaboradores (2068taram que o uso de pressao na EAM (450

kPa, 125 °C, 10 min, 70% etanol) aumenta em 20étdimento em saponinas.

Ja Kerem e colaboradores (2005) verificaram quéf E2450 MHz, 60°C, 20 min) de
soyasaponinas de gréo-de-bico foi 18 vezes maidar@mn comparacdo com a obtida por Soxhlet,
utilizando tanto metanol como etanol 70%. Hu e lmmladores (2008) relataram através de um
planejamento experimental as condi¢cdes 6timas tag@o de saikosaponinas Bepleurum
chinense entre 360-400 W de poténcia de irradiacdo, 7&,/%°8-6,0 min e concentragdo de
etanol entre 47-50%, sendo a extracdo nestas @asdagrca de 80 vezes mais rapida do que a
extracao orbital simples. Mandat al (2009) fizeram a extragdo das saponinassgenema
sylvestreem 6 min com 85% metanol, 280 W de poténcia, e@uplo 2 vezes mais saponinas,
240 vezes mais rapido do que a extracao orbitgllesrLi et al (2010b) realizaram a extracao de
saponinas triterpénicas d@anthoceras sorbifoliim 3 ciclos de 7 min, a 51 °C, usando 42%

etanol com 900 W de poténcia de irradiacéo, alcatwal1,4% de rendimento.
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2.4.3) Extracao por Solventes Pressurizados

A extracdo com fluido supercritico € muito utilizgolara extrair moléculas apolares, como
insaponificaveis e Oleos essenciais. Neste proces€&®) em condicbes supercriticas entra em
contato com a matéria-prima no extrator pressuoizagndo depois transportado para um
separador, onde a diminui¢cdo da pressédo ou o aardariemperatura levam o €& condicéo de
gas diminuindo o poder de solvatacédo do fluido ssiilitando a facil recuperacdo do produto.
Para a extracdo de moléculas polares, sdo adidsr@dsolventes (metanol, etanol, acetonitrila,
agua, acetona, éter etilico e diclorometano) addlsupercritico, 0 que pode alterar as condi¢gbes
supercriticas mais brandas do £@lém de diminuir a seletividade (Wang & WelleQ08g;
Reverchon & De Marco, 2006).

Como exemplo, Wang e colaboradores (2001) relataraxtracdo de ginsenosideos por
CO, supercritico adicionado de 6%mol de etanol 95%s, @ 4 h de operacdo a 31,2 MPa e 333
K, obtiveram um rendimento 33% e 45% inferior aosgguido com o ultrassom (150 min) e o
do Soxhlet (12 h), respectivamente. Wood e colalmyes (2006) também estudaram a extragéo
de ginsenosideos deanax quinquefoliusitilizando metanol (27% mol) e DMSO (11% mol)
como modificadores do GQupercritico a 110°C e 34,5 MPa por 1,5 h, alcaoig®2 e 67% da
recuperacdo de saponinas obtido na extracdo pdrleédocom metanol durante 20 Kim e
colaboradores (2004) conseguiram a recuperacgacgrante total da glicirrizina utilizando GO
supercritico com 15%vol. de metanol 70% em 1 hpgagdo a 30 MPa e 60°C.

A extracao liquida pressurizada - ELP (ou extrag@elerada por solvente) € similar ao
processo supercritico utilizando condi¢bes de teatpea e presséo elevados (50-250°C e 10-40
MPa, respectivamente) com o objetivo de manter lgeste em estado liquido, mesmo a
temperaturas maiores que o ponto de ebulicdo, mdove abaixo do ponto critico, aumentando a
difusividade, mas possibilitando a degradacdo ddsstdncias extraidas, como flavondides,
lignanas, lipidios e terpenos. O principal solvartibzado € a agua (Wang & Weller, 2006; Teo
et al,2010; Carret al, 2011;Mustafa & Turner, 2011).

Kim e colaboradores (2010) conseguiram extrair gggosinas deliriope platyphylla
através da ELP com 86% de etanol, a 130°C durdht@i@. Benthin e colaboradores (1999)
compararam a extracdo liquida pressurizada (140168PC) das sementes de castanha da india
em duas etapas (10 min com diclorometano, e ars@g@umin com metanol 65%) com as
condicbes operacionais relatadas pela Farmacoparapé&a (extragdo por Soxhlet, com
diclorometano por 3 h, a seguir 3,5 h de maceragio metanol 65%, e mais 30 min sob

refluxo), sendo que a ELP forneceu 42% a mais gersaas. Mukhopahyay & Panja (2008)
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realizaram a extracdo do &acido glicirrizico por EL& ao mesmo tempo, conseguiram o
transformar na sua forma adocante, o glicirrizatoagnénia, utilizando como solvente uma
solucédo aquosa de amdnia (0,01% p/v) a 110°C, 5@nO0 min, obtendo 14% em saponinas.
Wan e colaboradores (2006) utilizaram como condigiee extragdo de ginsenosideos por ELP:
metanol, 150°C, 689,5 kPa e 15 min, enquanto CRa@fpang (2007) estudaram a extracao de
isoflavonas e soyasaponinas por ELP utilizando 8@%aol, 110°C, 551 kPa com um vazéo de 25

mL/min, alcancando uma recuperacao de 76% das is@son

Por outro lado, Ong e Len (2003) relataram resoffasimilares na utilizagcdo de ELP
(adgua, 100°C, 10-30 bar, 40 min) para glicirrizema relagdo a extragdo por ultrassom (metanol
70%, 10 min), enquanto Kim e colaboradores (2008jveram um resultado 53% inferior na
extracdo de asiaticosideos utilizando ELP (2509 ,MPa, 5h) comparando a extracdo sob
refluxo com etanol. Gucli-Ustiindag e colaborad¢2€97) reportaram o estudo da ELP (10,34
MPa, 150°C, 22 min) de saponinas\ecaria segetalisomparando com extragdo em banho de
ultrassom, onde ambos apresentaram resultadosamitom diferengas no tempo de extracio
(ELP foi 3 vezes mais rapida) e na escolha de stdvé melhor solvente para ELP foi 80%
etanol e para o ultrassom foi 50% etanol). Foi dlattb também que, a temperaturas acima de
150°C, ocorria a degradacdo das saponinas. Aagile de Triton X-100 associado a ELP (Choi
et al 2003) demonstrou um aumento de 10% na extrac&apleninas quando comparado ao
processo utilizando apenas agua, mas inferior quaonthparado ao uso de metanol na ELP.
Engelberth e colaboradores (2010) compararam a &lr® extragdo assistida por ultrassom
utilizando os mesmos solventes agua, butanol skt agua e dgua saturada em butanol, onde
o ELP (110°C, 440 kPa) obteve uma recuperacao rdempsideos, tendo resultados similares

com agua e agua saturada em butanol.

2.4.4) Extracao por Liquidos I6nicos

Liquidos idnicos (LI) sdo solventes compostos apgma ions, cations organicos, como
1-alquil-3-metilimidazolinio (@mim), pirrolidinio, piridinio e tetralquilfosfénio,e &nions
organicos, como alquilsulfatos, alquilcarboxilatdsis(trifluorometilsulfonil)imida (NT§) e
dicianamida (dca), ou inorganicos, como cloretopni®to, hexafluorofosfato (BF e
tetrafluoroborato (B, que apresentam ponto de fusdo abaixo de 1008@ndlmente os LI
apresentam outras propriedades comuns como prees&apor desprezivel, alta estabilidade
térmica (decompde acima de 350°C), e a dissoluedwados compostos, como 0s metabolitos
presentes em organismos (Tabela 3), indicando siljilcdade do seu uso como substituto dos
atuais solventes organicos (Wasserscheid & WeR008; Weingartner, 2008; Olivier-Bourbigou
et al, 2010).
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Tabela 3 — Exemplos de metabdlitos extraidos pougliidos idnicos

Metabolito Matéria-prima Liquido I6nico | Método de Extracdo Asociado | Referéncias
(% Extracdo)
Lignina (34%) Miscanthus giganteus [C2mim][Ac] 60 min, 140 °C, LI/S: 25, 100% LI Shét al, 2011
Tanshishonas Salvia miltiorrhiza [C16mim][Br] 30 min, 20°C, LI/S: 80, 1,94% LI, | Wu et al, 2009
(50%) 120 W ultrassom
Tanshishonas Salvia miltiorrhiza [C8mim][CI] 80 min, 20°C, LI/S: 40, 11,5% LI, Bi et al, 2011
(100%) 105 W ultrassom
Alcaléides (100%)| Stephaniae tetrandrae| [C4mim][BF,] 40 min, pH9,8, LI/S: 20, 33,9% LI,| Zhanget al,
150 W ultrassom 2009
Shikonina (70%) Arnebia euchroma [C6mim][BF,] 5 min, 20°C, LI/S: 3, 100% LI, Xiao et al, 2011
100 W ultrassom
Astaxantina (98%) Residuo de camarap [CaMirh][Br] 60 min, 20°C, LI/S: 10, Bi et al, 2010
11,1%(EtOH) LI, 75 W ultrassom
Lipidios (100%) Chlorella vulgaris [CA4mim][CRSG;) 18 h, 65°C, LI/S: 10, 50% v/v Kim et al, 2011
(MeOH) LI
Acido shiquimico Ginkgo biloba [C4mim][CI] 60 min, 150°C, LI/S: 3, 100% LI Usuki al,
(100%) 2011
Piperina (100%) Piper nigrum [C4mim][BF,] 30 min, 20°C, LI/S: 15, 45,2% LI, | Caoet al, 2009

500 W ultrassom

Isoflavonas Iris tectorum [C8mim][Br] 30 min, 25 °C, LI/S: 30, 13,75% LI,| Sunet al 2011
(100%) 250 W ultrassom
Magnolol (100%) | Magnoliae officinalis [CAmim][PR] 30 min, 25 °C, LI/S: 20, 56,8% | Zhang & Wang,
(Etanol) LI, 200 W ultrassom 2010
Glabridina (73%) Glycyrrhiza glabra [CEMImM][NTf,] 40 min, 30°C, LI/S: 100, 100% LI lat al, 2012
Taninos (85%) Acacia catechu DIMCARB 16 h, 25°C, LI/S: 5, 100% LI Chowdhuey
al, 2010
Luteolina (73%) Apium graveolens [C4mim][MeSQ] 90 min, pH 1,0, 25°C, LI/S: 10, Han & Row,
25% LI, 200 W ultrassom 2011
Alcal6ides Nelumbo nucifera [C6mim][BF,] 1,5 min, LI/S: 10, 25,4% LI, Lu et al, 2008
fendlicos (100%) 280 W microondas
Alcaléides Catharanthus roseus [Amim][Br] 30 min, LI/S: 10, 9,5% LI, Yanget al,
indélicos (95%) 250 W ultrassom 2011a
Rutina (100%) Saururus chinensis/ [C4mim][Br] 12 min, 70°C, LI/S: 25, 54,8% LI/ | Zenget al, 2010
Sophora japonica 8 min, 60°C, LI/S: 35, 32,9% LI,
microondas
Rutina e Sophora japonica [C4mim][CI] 5 min, 120°C, LI/S: 15, 17,5% LI, | Wuet al2012

Quercetina (100%

1500 psi (ELP)

Miricetina (100%)

Myrica rubra

[CAmim][HSO]

10 min, 70°C, LI/S: 30, 47,2% LI,
microondas

Duetal 2011

Aesculina (100%) | Fraxinus rhynchophyllal [C4mim][Br] 30 min, 20°C, LI/S: 10, 16,4% LI, Yanget al,
250 W ultrassom 2011b
Paeonol (100%) Cynanchum [C4mim][CI] 8 min, LI/S: 52, 14%(EtOH) LI, Jinet al 2011
paniculatum 136 W microondas
Lignanas (100%) | Schisandra chinensis [C4mim][BF,] 6 min, LI/S: 100, 1,5% LI, Xiao & Zhang,
200 W microondas 2012

Lignanas e 6leo Schisandra chinensis [C12mim][Br] 40 min, LI/S: 12, 8,3% LI, Maet al, 2011
essencial (100%) 385 W microondas
Patchouli alcool Pogostemon cablin [C4mim][CI] 10 min, 70°C, LI/S: 9, 100% LI, Fanet al, 2011
(100%) 136 W microondas
Hemicelulose Piecea abies DBU-BUOH-CG, 5 dias, 55°C, LI/S: 20, 100% LI, | Anugwomet al,
(38%) 2012
Antraquinonas Rheum palmatum [C4mim][Br] 2 min, LI/S: 15, 43,8% LI, Luetal 2011
(100%) 500 W microondas
Celulose (62%) PinheirdP(nussp) [Amim][CI] 2 h, 120°C, LI/S: 19, 84% (DMSO) Wanget al,
LI, 500 W microondas 2011

Recentemente, novos LI e analogos estdo senddizadies com intuito de serem mais

funcionais e biodegradaveis, além de menos onerasogindo entdo os liquidos ibnicos

biocompativeis, com cations colinio (Ch), efedriréo oxazolinio, e anions derivados de

aminoacidos, acidos organicos e acidos graxos {aaal, 2007; Imperatet al, 2007;Pernak
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et al, 2007); os solventes eutéticaeép eutectic solventgiue se formam a partir da mistura de
duas substancias, que apresenta um ponto de fusdor mue as substancias sozinhas, tendo
como exemplo a mistura molar 1/2 cloreto de cof@aCl) e uréia (Abbotet al, 2003), ou de
ChCl e glicerol (Shahbaet al, 2011); e os liquidos ibnicos reversivessvifchablg, que se
formam com o borbulhamento de £€€m um liquido (ou mistura) neutro, sendo revetsioen
aguecimento ou passagem dedy argonio no LI, um exemplo a formacdo do DIMCARBN-
dimetilamonioN’,N’-dimetilcarbamato) pela passagem de, @@ dietilamina, ou entdo a mistura
de um derivado de amidina, como o DBU (1,8-diaZaeloiocndec-7-eno) e um &lcool, como
butanol ou hexanol (Blasucet al 2010; Hartet al, 2010; Olivier-Bourbigowet al, 2010). Ate
agora, nenhum trabalho sobre extracdo de sapodmasatrizes vegetais por liquidos ibnicos

como solventes ou co-solventes foi publicado.

2.5) METODOS DE CONCENTRAGCAO

Uma terceira etapa é a concentracdo das saportna@gsada particdo destas entre
extratos aquosos (com alcoois ja removidos por@egfo) e n-butanol. Etapas adicionais
podem ser realizadas, como a precipitacdo por s@lse a formacdo de complexos, a
adsorcdo em resinas macroporosas (Jia & Lu, 20080 silicas baseadas em liquidos
i6nicos (Tianet al, 2009), a separagcédo por membranas, a pré-congc@nfpar ponto de névoa
(Quina & Hinze, 1999), a separacédo bifasica aqudea o fracionamento por coluna de
espuma. Posteriormente, pode-se realizar a pwyéfccde cada saponina através de métodos
cromatograficos, sendo que estes, na sua maionida &stdo limitados a escala analitica
(Hostettmann & Marston, 2005; Gucli-Ustiindag & Maz2007). Excegdes sdo os estudo de
Du & Gao (2006), Decroost al (2007) e Qiet al (2010) que utilizaram cromatografia

preparativa para a purificacdo destes compostos.

A precipitacdo de saponinas pode ocorrer tanto@ut®es etanolicas pela adicdo de
acetona ou éter etilico quanto em solucbes aquosias uso de acetato de chumbo ou
hidroxido de bario (Oleszek, 2000; Dobbins, 200K. os complexos sdo formados na
presenca de colesterol (Micicht al, 1992; Hwang & Damodaran, 1994) de beta-
ciclodextrina (Leeet al 2006; Brewster & Loftsson, 2007). Estratégiasiragtds de
concentracdo também ja foram realizadas como izag#io de PVPP (polivinilpirrolidona,
Sagesakat al, 1994) e a lavagem da fracdo butandlica com urhgdo 1% p/v de NaOH
(Gosmanret al, 1995) para remocao de compostos fendlicos.
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2.5.1) Separacéo por Membranas

Os processos de separagcdo por membranas, como filtneg@&o, diafiltracéo,
ultrafiltracdo e nanofiltracdo sdo baseados na gaprhdade seletiva da membrana em relagéo ao
tamanho do metabdlito, que pode variar de 1 nni@iém, ou entdo com massas molares entre
0,1 a 100 kDa, tendo como forga-motriz a press&l1 @ 35 bar (Kumar, 2007; Li & Chase,
2010).

Muir e colaboradores (2002) elaboraram uma pateate concentracdo de saponinas de
quinoa testando processos de ultra- e nanofilttagiancando os melhores resultados com
membranas de 0,3 kDa, recuperando 99% das sapaminastentado. Yapo e colaboradores
(2007) utilizaram membranas com massa molar de catl0 kDa em solugdes ricas em pectina
de beterraba para separar as saponinas no pernpesdojelmente devido a baixa concentragao
destas, pois San Martin e Briones (1999) afirmare quaiores concentracdes saponinas
possibilitam a geracdo de micelas, que poderiamesiglas por membranas de ultrafiltracdo de
10-30 kDa. Similarmente, alguns autores como Maieit al (2000), Kamstrugt al (2000),San
Martin et al (2008), e Stuardo & San Martin (2008) utilizansistema de ultrafiltragdo com
membranas de 10 kDa para concentragcédo das sapa@ngsilaia e de quinoa. Apenas Kim e
colaboradores (2003) realizaram uma etapa de ilitagfio (100 kDa) e uma de diafiltracdo (20
kDa) na concentracdo de saponinas de quildiacea shidigera sendo a primeira para remocéao

de proteinas e polissacarideos, e a segunda etepeemocao de polifendis, sais e aglcares.

2.5.2) Separacgdao por Sistemas Aquosos Bifasicos

A pré-concentracdo por ponto de névoa € a etaparfmrsa extracdo micelar, onde o
aumento de temperatura (no caso de surfactantééméos) favorece a separacdo das micelas da
solucédo formando duas fases, uma rica em surfac{fage supramolecular) e outra rica em sal
(fase salina), podendo ser necessario a adicdal gars induzir a separagdo. Caso a fase micelar
se torne muito viscosa, podem ser empregados agaatdiluicio como agua, metanol, etanol e
acetonitrila para facilitar sua manipulacéo (Qundinze, 1999; Ballesteros-Gomet al, 2010).
Fang e colaboradores (2000) observaram que condadie 0,5% p/v de sulfato de sédio a
eficiéncia de extracdo de ginsenosideos alcan¢ca\@%, obtendo uma material 7 vezes mais
concentrado, enquanto que o ponto de névoa indagidnas por temperatura s6 conseguia uma
eficiéncia préxima dos 80% e uma concentracdo ap2nezes maior do que o material inicial.
Ja Sun e colaboradores (2007b) utilizaram cloretg@lio (20% p/v) para auxiliar no ponto de
névoa, concentrando 13,2 vezes e recuperando 98%cido glicirrizico. Enquanto Choi e
colaboradores (2003) adicionaram sulfato de am@tti®o p/v) ao extrato de ginseng e obtiveram

um fator de concentragcéo de 35 vezes.
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A separacdo em sistema bifasico aquoso ocorreasimehte a extracao liquido-liquido. O
sistema € geralmente composto por polimeros e @al,dois polimeros incompativeis
(polietilenoglicol e dextrana), sendo que a paotigias moléculas vai depender das suas
propriedades fisico-quimicas, como hidrofobicidadmrga, e da composicdo do sistema, como o
tipo e a concentracdo do polimero e/ou do sal iddatil, 2000). Han e colaboradores (2008)
reportaram o uso de sistema bifasico aquoso (adiedgl2 g de PEG 4000, 1,2 g d#iRO, em
0,2 mL de etanol a 12 mL de extrato aquosoMiemordica charantia onde depois de
homogeneizada e centrifugada, a fase salina fadewom etanol 95% por trés vezes. As fases
alcoolicas foram reunidas e mantidas em repoustCgpdra precipitacdo de sal residual, sendo
centrifugada e evaporada para isolamento das semninfelizmente, neste trabalho ndo ha

relato sobre fator de concentracdo nem da reclujgedEs saponinas.

Outras possibilidades de sistemas baseados empdoestio: (i) o sistema liquido trifasico,

em que se utiliza uma fase orgéanica, um polimatdnerganico e 4gua, como Shetnal (2007),

que separou acido glicirrizico testando sistemasdcs 2-etil hexanol, tributilfosfato e oxidos de
trialquilfosfinas como fase orgéanica, polietilerwgl e sulfato de aménio, (ii) ou entdo como Liu
et al (2010b) que separou saponinas esteroidais utilzater de petroleo como fase organica,
etanol 30% e sulfato de amoénio; e (iii) o sisterifasito sem adicdo de PEG, apenas alcodis e
sais, como descrito por Tianwatial (2002), que utiliza sistemas com 60% etanol ouapgmnol e
15% sulfato de amonio ou fosfato monobasico desgaéalcancando a recuperacao de 92% de

glicirrizina na fase superior etandlica.

2.5.3) Fracionamento por Coluna de Espuma

A espuma consiste em um grande numero de pequeitiaas ldispersas em uma fase
liguida continua, separadas por uma fina pelicslem estabilidade depende principalmente da
resisténcia a perda (drenagem) do solvente do fiilqpedo que envolve o gas (Costa, 1999).
Assim, o uso de coluna de espuma (Figura 16) tenoqmemissa a concentragcédo de solugdes por
adsorcao preferencial em uma interface gas-liqortaa por asperséo de ar ou gas inerte pela

solucéo, formando uma espuma estavel rica no sarf@c(Grieves, 1975; Singh & Rizvi, 1995).

Costa (1999) conseguiu concentrar em até 10 vezes@oninas de quilaia, utilizando
uma coluna de 175 cm de altura e 2,5 cm de dianm@gmo com uma vazao de ar comprimido
de 22,60 mL/min, passando por uma solugdo com otmrag@o de 80 mg/L de saponinas a pH 3
durante 3,5h. Yan e colaboradores (2011) realizaxras®aparacdo das saponinas do cha por este

método sO que em 2 etapas: a primeira com vazédr de 150 mL/min e 65°C obtendo uma
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maior concentracao (3,47), e na outra etapa, el@&rtaram a vazao para 200 mL/min e 30°C,
uma maior recuperacao das saponinas (65,2%). Tloom@604) e Backleh-Sohet al (2005)

demonstraram que o uso da coluna de espuma corhoad&i saponinas também pode ser
interessante para concentracdo de outras molécatasp catequinas, ésteres de faradiol,

carotenodides, cafeina, alcaléides inddélicos e dadates.

Figura 16 — Interface entre solu¢cdo com bolhas emsma em uma coluna de espuma

Utilizando esta propriedade espumogena das sanin@a nova abordagem tem sido
utilizada, a microespumadlloidal gas aphrons gerada a partir de intensa agitacdo (5 a 10 mil
rpm), composta normalmente de 65% gas e com diamdes bolhas entre 25 e 30, e que
tem sido utilizado como um novo solvente verde éS&vPangarkar, 1994; Jauregi & Varley,
1999). As saponinas proporcionam uma microespunsestavel (10 min) do que as geradas por
outros surfactantes (4-5 min) (Kommalapettial, 1996). A microespuma ja foi utilizada para
recuperacao de proteinas e carotendides (Jaerexdi 1997; Alveset al, 2006), e até mesmo

como carreador de oxigénio em cultivos de bactéHasket al, 2009).
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CAPITULO 3 — MATERIAIS E METODOS
3.1) MATERIAIS

Ao todo 38 plantas, sob formas variadas, foram isidas no comércio de acordo com
a Tabela 4, e tiveram suas identidades certificquda Prof? Ana Claudia Vieira, do

Laboratério de Farmacognosia da Faculdade de Fandec UFRJ, através de exame

microscopico das plantas, para assim poderemitizadi&s no preparo de extratos.

Tabela 4 — Plantas utilizadas para o estudo de saginas

Estado na
Nome vulgar Nome cientifico Parte utilizada| compra Local de obtencéo
Alcaguz Glycyrrhiza glabral. raiz po Mercado local
Alho Allium sativunL. bulbo inteiro Comércio popular
Alho porro Allium porrumL. bulbo (talos) inteiro Comércio popular
Amaranto Amaranthus cruentus. semente inteiro Embrapa
Amendoim Arachis hypogaed. semente inteiro Mercado local
Aveia Avena sativa.. semente flocos Comeércio popular
Berinjela Solanum melongeria fruto + semente inteiro Comércio popular
Beterraba (f) Beta vulgarid.. folha inteiro Comércio popular
Beterraba (t) Beta vulgarid_. tubérculo inteiro Comeércio popular
Bucha Luffa cylindricaM. Roem. fruto inteiro Fazenda (MG)
Caléndula Calendula officinalid.. flores inteiro Mercado local
Cara Dioscorea alata.. tubérculo inteiro Comércio popular
Castanha-da- Aesculus hippocastanuim semente inteiro Mercado local
india
Cebola Allium cepal. bulbo inteiro Comércio popular
Centella Centella asiaticgL.) Urb partes aéreas pedacos Mercado local
Cha verde Camellia sinensig¢lL.) Kuntze folhas pedacos Mercado local
Ervilha Pisum sativunt.. semente inteiro Mercado local
Fafia Pfaffia paniculataKuntze. raiz rasurado e pg Mercado local
Feijao azuki | Vigna angularigWilld.) Ohwi semente inteiro Mercado local
& H.Ohashi
Feijdo preto Phaseolus vulgarik. semente inteiro Comércio popular
Ginseng Panax ginsen@.A.Mey raiz po Santos Flora (SP)
Girassol Helianthus annuusk. flores inteiro Comércio popular
Gréo-de-bico Cicer arietinumL. semente inteiro Mercado local
Guarana Paullinia cupanaKunth. semente po Comeércio popular
Hera Hedera helix.. partes aéreas inteiro Nova Friburgo/RJ
(Fazenda Prof Daniel)
Jua Ziziphus joazeirdMart. casca e tronco pedacos e po Mercado local
Lentilha Lens culinarisMedik. semente inteiro Mercado local
Lirio Lilium pumilum"hibrido bulbo inteiro Bulbos André Boersen
asiatico" Navona (Sendas)
Maracuja Passiflora alataCurtis folha pedacos Mercado local
Mate llex paraguariensig\. St.-Hil. folha pedacos Mercado local
Periandra Periandra mediterranegVell) raiz rasurado e pg Santos Flora (SP)
Taub
Pimenta Capsicum frutescers fruto + semente inteiro Comércio popular
Quilaia Quillaja saponariaMollina casca tronco rasurado Santos Flora (SP)
Quinoa Chenopodium quinowill. semente inteiro Mercado local
Sisal Agave sisalan®errine ex folha inteiro Jardim Botéanico (JBRJ
Engelm.
Soja Glycine max.. semente inteiro Mercado local
Tribulus Tribulus terrestrid... folhas po Mercado local
Unha-de-gato Uncaria tomentos®C. casca rasurado Mercado local
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Os solventes e reagentes utilizados foram: acetdarngtilico, acido sulfurico, acido
acético, 4cido fosférico, cloroférmio, metanol, reth 95%, hidroxido de sdodio, vanilina e
cloreto de sédio (Vetec); butanol, acetonitrila dit¢; 6leo de soja (Perdigdo), Span 20

(Fluka), Tween 80 e diosgenina (Sigma), Triton X} {Bofar) e acido borico (Pro-quimicos).

3.2) EQUIPAMENTOS
Os equipamentos utilizados no presente traballdo estacionados a seguir:

» Centrifugas Fanem modelo 204-NR e Eppendorf mdsk0dR;

» Espectrofotometros Hach modelo DR/4000 UV, Shimadedelo UV-1800 e BEL Photonics
SP 2000 UV;

* Incubador com agitacéo e controle de temperaghakey Certomat BS-1;

» Tensidmetro Kruss K-100 com banho termostatizatioduF32;

» Ultrafreezer CL120-80V;

 Liofilizador Terroni Enterprise I;

» Balanca analitica Ohaus Adventurer;

 Liquidificador Arno com laminas modificadas;

* Peneira Granutest com abertura de 0,50 mm (32 Mesdar ~ n° de aberturas da
peneira/polegada)

» Banho termostatizado Tecnal TE-2005;

» Sistema de agua ultrapura Millipore Simplicity;

* Banho de ultrassom Odontobras 2840D (40 kHz);

» Evaporador Rotativo TE-210 acoplado a bomba deo/&a&10581, ambos Tecnal,

» Refratbmetro Abbe de Bancada, modelo Q-767B, g&diisecagem, Quimis;

3.3) METODOS ANALITICOS
3.3.1) Teor de Saponinas Totais

Para determinacdo das saponinas totais pelo me&tadeanilina-acido sulfarico
(Makkar et al, 2007), é necessario que as plantas sejam sexras)uidas e peneiradas de
forma a manter a mesma granulometria para preparaseguida os extratos butandlicos de
acordo com o esquema apresentado na Figura 17amulgmetria de 32 Mesh Tyler foi
escolhida por um diametro de particula intermedliatilizado na literatura (Ong & Len,
2003; Zhacet al, 2007).Este processo tém 5 etapas principais: desengragsyi a funcao de
remocédo de lipideos; extragdo, utilizando uma smugetanol/agua (1/1) para obtencéo das
saponinas e outros componentes; apos a remoc¢a&sidine solido e do metanol, hd a etapa
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de lavagem com cloroférmio para remocéo das pdssagdiconas formadas pela hidrolise
das saponinas; particdo com butanol, grande pastglicosideos, saponinas e flavondides, se
distribuem para fase butandlica, permanecendo s& dguosa apenas acucares; e apos a
remocao do butanol e ressuspensdo em agua, &#odib de um extrato rico em saponinas.
Assim a presenca de sapogeninas triterpénicaemielstis, além de fitoesterdis, que podem
resultar em falso positivos na analise, pode semdav.

Planta
cominuda

Eter de
petroleo ——| Dezengraze

Met?ﬁu‘l‘:igua Fxdra cio IWletanol Clorofartrio

_ L (25 Clorofirtm o
— estilagdo avagern (2x) — = +
Agliconas
l
Agua
+ --—— Partiglo (3x) |-+——n-Butanol
Residuo Apicares
salido L
Concentracio
Extrato v
T T Liofilizagio

eI Saponinas

Figura 17 — Preparo do extrato rico em saponinas

Outra possivel interferéncia nesta andlise € a epcas de catequinas e
dihidrochalconas em proporges de compostos fexsdtio extrato butandlico acima de 15%
(Sarkar & Howarth, 1976; Suet al, 1998). Neste caso, ha necessidade da inclusamde
etapa logo apos a particdo com butanol que sdasizagem com solucédo aquosa de NaOH 1%
(p/v) (Gosmanret al, 1995), em que os flavondides sao ionizados elligios para a fase
aquosa.

A determinagédo das saponinas totais nos extratefdtuada pela adicdo de 16b
de amostra (solucéo diluida 50 vezes em metano) 80265uL de solucdo etandlica 8%p/v
de vanilina e em seguida, a adicdo de 1,65 mL lde&w aquosa 72% de.&l0, (previamente
preparada e resfriada). A solucdo &cida resultéoitenantida aquecida a 60°C por 10
minutos. A curva padrao foi realizada com diosgerilibg/L, sendo a absorbéancia detectada

pelo espectrofotdbmetro em 544 nm.
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3.3.2) Teor de Compostos Fendlicos Totais (ou Fenbotais)

A maioria dos extratos butanélicos pode apresesataoninas e compostos fendlicos, e
por isso a concentracado de fendis totais foi detexda (em triplicata) pelo método de Folin-
Denis (Waterman & Mole, 1994). A 10 de amostra foram adicionados 1,69 mL de agua
deionizada e 0,2 mL de uma solucao saturada gé®égpreviamente preparada). A solucao
foi homogeneizada e a seguir foram adicionadosnl, tle reagente de Folin-Denis (10% p/v
tungstato de sodio, 2% p/v acido fosfomolibdicde\Bv de acido ortofosforico, previamente
preparada). O sistema foi mantido na ausénciazlpduexatos 30 minutos. A curva padrao
foi realizada com acido tanico 0,1g/L, sendo a di#stwia detectada pelo espectrofotbmetro

em 760 nm.

3.3.3) Teor de Acucares Redutores Totais

Para detectar a degradacdo das saponinas, fortées feidlises em triplicata de
acucares redutores totais em solucdo. A 1 mL destam(solucéo diluida 20 vezes) em tubo
de Folin-Wu foram adicionados 1 mL da mistura 4ds dolucbes aquosas A (2% plv
NaHCG;, 1,5% pl/v tartarato duplo de sédio e potassio pd¥dNaCO; anidro e 14,25% plv
NaSO, anidro) e B (2% p/v CuS(BdH,0 e 18% p/v Ng5O, anidro), respectivamente. Em
seguida, a mistura reacional foi aquecida a 10G5C1Pp minutos exatos, resfriada, e a esta
adicionados 2 mL da solugéo C (5%p/v (YYM070,4, 5%v/v SO, concentrado e 0,6% p/v
NaHAsO, * 7H,0, previamente preparada, mantida a 37°C por 2 dms intensa agitagao,
até total desprendimento gasoso. O volume totaldoipletado a 25 mL com agua destilada.
A curva padrdo foi realizada com glicose 1g/L, serad absorbancia detectada pelo

espectrofotdmetro em 540 nm (Somogyi, 1952).

3.3.4) indice de Emulsificacéo

A 4 mL de 6leo de soja foram adicionados 4 mL decgém aquosa de saponinas com
uma concentracdo de 0,1 g/L, sendo entdo agitadogoetex por 2 minutos (2500 rpm).
Apo6s 24 horas, o indice de emulsificacédo (IE) &dcalado como sendo a razéo entre a altura
da camada em emulsda.{hy e a altura total da misturaifh), como descrito na equacao
abaixo (Cooper & Goldenberg, 1987; Sarukbal, 2006).

IE =MX100

otal
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3.3.5) Tenséo Superficial

A determinacdo da tensdo superficial foi realizatbzando o tensibmetro segundo o
método da placa. Para cada amostra analisada foeaessarios 40 mL de extrato com uma
concentracdo de 0,1 g/L de saponinas, mantidospet@atura ambiente (25°C). O equipamento

foi previamente calibrado com agua destilada (For@08).

3.3.6) Atividade Antimicrobiana

A atividade antimicrobiana foi realizada pela Pb@niela Sales Alviano no Laboratério
de Estruturas de Superficie de Microrganismos mstitiio de Microbiologia/lUFRJ. O método
utilizado foi o teste de difusdo em agdrop tes}, onde 10uL de amostra (50 mg/mL) foram
colocadas no centro de cada placa de Petri, previgaminoculadas comspergillus niger,
Candida albicans, Escherichia ca@iStaphylococcus aureus,incubadas a 30°C por 24 h, sendo

depois o didmetro de inibicdo de crescimento meeidanm (Hiliet al, 1997).

3.3.7) Concentracao Micelar Critica (CMC)

A CMC foi determinada por dois métodos: o métodotelasiometro, com diluicdes
sucessivas dos extratos de saponinas até manutdac@ialor constante da tensdo superficial
(Sarubboet al, 2006) e por espectrofotometria, conhecido cotutagéo turbidimétrica, atraves

da medida da transmiténcia a 450 nm (Aéedl, 2004), sempre utilizando agua como controle.

3.3.8) Atividade Antioxidante

A atividade antioxidante foi determinada pelo métag DPPH (1,1-difenil-2-picril
hidrazil). Este método mede a habilidade de camtenadicais livres, utilizando uma solugéo
etandlica 0,3 mM de DPPH como radical livre est&/ebm alguma coloragdo (roxo) para
deteccdo no espectrofotometro. Assim, as amostiabilkzadas em etanol (1430) sao
adicionadas a 57fL de solucdo de DPPH, com medida da absorvancial&nmm depois de
30 min no escuro. Para cada concentracdo de angosaessario que se realize um “ensaio
em branco” para se descontar a absorvancia daigrépmostra, sendo preciso apenas
substituir a solucdo de DPPH por etanol. Por olgiio, também deve ser feito um “ensaio
controle”, onde nesse caso, substitui-se a amagstraetanol (Silvaet al 2005). A
porcentagem de descoloracdo do DPPH (%AA) pelastaasofoi calculada de acordo com a

féormula abaixo.

WBAA=|1- (A_bs_ Ab%RANcoj x100
Ab%ONTROLE
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Assim, plotando %AA x concentracdoes das amosf@sobtido uma reta de
regressao linear, que possibilita o célculo do E@b@ significa qual quantidade de amostra

€ necessaria para diminuir a absorbancia do DPP50ém

3.3.9) Determinacao do Colesterol

A analise de colesterol foi realizada através de método espectrofotométrico
utilizando um kit enzimatico que contém lipase estédrol oxidase e peroxidase, tendo como
padrdo uma solugao de colesterol de 200 mg/mL (Moeeal 2003). Inicialmente, 20L de
amostra é adicionado a 2,0 mL de reativo de trab@}b mL de 4-aminofenazona 0,025 M +
19 mL agua + 0,5 mL fenol 0,055 M + 0,2 mL reatesmimatico), e incubados a 37 °C em
um banho-maria por 60 minutos, e depois detectadosspectrofotometro a 505 nm. A
concentracdo de colesterol é calculada de acomcaddrmula abaixo.

Abs(Amostrg x 200

Colestero(mg/dL) = ~
Abs(Padrag

3.3.10) Determinagéo de Triton X-100

Para detectar a concentracdo de Triton X-100 ntsteg, ha duas possibilidades:
espectrofotometria e indice de refracédo. Utilizaadzspectrofotometria, os comprimentos de
onda recomendados (254, 275, 278 e 283 nm) paendaacdo do Triton tem a interferéncia
das saponinas, com a sobreposicdo dos valoressdebahcia. Com isso, foi utilizado o
indice de refracdo em um refratdbmetro. Foi feitaawmrva de calibracédo utilizando solucbes
hidroalcoolicas (30% v/v) de Triton X-100 variandoconcentracdo de 2 a 60% v/v. Nos
valores obtidos no refratbmetro das amostras cotonlX-100, foram descontadas os valores
de indice de refracao referentes as concentragbakgdns interferentes como o carbonato, as

saponinas e a solucao hidroalcodlica.

3.3.11) Producéo de Agliconas por Hidrolise Acida

A hidrdlise das saponinas foi realizada com um d@tadaptado de Rothroek al
(1957) com a adicao de 100 mL de solugcéo HCI 8N\Bg&8v/v) a 100 mL de extrato, a 60°C
por 8 h. O material em suspenséao foi filtrado, usgenso em DMSO, particionado em
cloroférmio e concentrado no rota-evaporador. Cenmdtfinal foi solubilizado minimamente

em metanol, recristalizado em agua e liofilizado.
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3.3.12) Atividade Enzimaética

3.3.12.1) Lipase
A atividade da lipase foi estimada mediante a ganade absorbancia a 410 nm em

espectrofotdmetro devido a hidrélise ptmitrofenil laurato p-NFL) com uma concentracao
de 0,162 mg.mt em tamp&o fosfato de potassio (0,05 M), pH 7,0if@lles, 1997). O
substrato [§-NFL) foi preparado solubilizando 0,018 g deste L de dimetilsulfoxido
(DMSO). Em seguida, uma aliquota foi diluida 10@egeem tampédo fosfato de potassio
(0,05 M). Para determinagéo da atividade, foi adiado 0,2 mL da solugao da enzima em 1,8
mL do substrato previamente aclimatado a 37°C pomihutos, e através da variacdo da
absorvancia acompanhada em espectrofotometro aa#hlOontra o branco de reacéo, foi

monitorado a quantidade de produto formado durbd@esegundos.

O calculo da atividade foi realizado utilizandogm&cdo abaixo:

(AAbg)* D* f *V,
(&) *V,

onde:
A = atividade da enzima (U, onde 1 Unidade enzimética (1U) é a quantidadendema capaz
de produzir umol de p-nitrofenol por minuto nas condi¢cfes deaé)
AAbs= variagdo de absorvancia no intervalo de teditg@m minutos) transcorrido durante a fase
de aumento linear da absorvancia;
D = diluicdo da solucdo enzimética,;
Vg = volume (mL) do meio reacional total.
Va = volume (mL) da solucdo enzimatica utilizado neao.
f = fator de converséo (2454nol/L)

3.3.12.2) Protease
A atividade de protease foi estimada mediante iag&o de absorvancia a 428 nm em

espectrofotdmetro devido & hidrélise da azocasedma uma concentracdo de 1 ¢.em
tampéao universal, no pH 6timo da protease. A 10dalsubstrato foram adicionados 10 mL
de solugcdo enzimatica diluida 2000 vezes e incigeoa-mistura por 20 minutos a 40°C em
banho-maria, retirando 3 aliquotas de 1 mL aos iutws e mais 3 aliquotas ao final da
reacdo. A cada amostra retirada, € adicionado Q,%lensolucdo de tricloroacético (TCA)
20%, objetivando a precipitacao de proteinas ndmlsadas pelas proteases. Em seguida, as

amostras foram centrifugadas a 1358,4 g por 15 tesn(Brigida, 2010).Ao fim da
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centrifugacdo, 1 mL do sobrenadante foi transfepaia um novo tubo ao qual foi adicionado 1
mL de KOH 5N. A leitura de absorvancia das amostea& ser feita contra um branco no qual a
solucdo de TCA deve ser adicionada antes da sokigamatica. O calculo da atividade foi

realizado utilizando a equacéao abaixo:

(ESZOmin - E&Omin )
(At) *V, *001

onde:
A = atividade da enzima (U, onde 1 Unidade enzimética (1U) é a quantidadendema capaz
de promover o aumento de 0,01 na absorvancia queatra apresenta em relacdo ao branco por
minuto nas condi¢des de ensaio;
Abs = absorbancia média no intervalo de tempo translcodurante a fase de aumento linear da
absorbancia;
Va = volume (mL) da solucdo enzimatica utilizado neao.

4t = tempo decorrido (em minutos)

3.3.12.3) Amilase
A atividade amilolitica foi medida pelo método doid® dinitrosalicilico — DNS

(Miller, 1959), que determina a concentracdo dea@s redutores provenientes da hidrolise
do amido. Depois de incubar 18k de uma solu¢do de amido soltvel 1% a 40°C juatd4
uL de preparado enzimatico, foi adicionado 400de DNS a mistura, e mantidos a 90°C por
10 min. Finalmente, foi acrescentado 1,5 mL de &lpstilada e a absorvancia obtida foi
guantificada a 540 nm em espectrofotometro, frentama curva-padrao realizada com
glicose (0,5 a 10umoles/mL). Uma unidade de atividade enzimatica @dlivale a

quantidade de enzima que formaniol de glicose (produto) em 1 minuto (Castro, 2010)

3.3.13) Determinacao do Grau de Hidrolise (e Simes

3.3.13.1) Materiais Hidrofobicos
Para determinar o grau de hidrdlise e de sintesendderiais hidrofébicos por lipases

na presenca de saponinas, transcorrido 4 horasagéa, os experimentos foram realizados
em triplicatas, e cada réplica foi utilizada nal&itdo potenciométrica para determinar no
caso da hidrdlise os acidos graxos livres (AGLYsegerados, e no caso de sintese, quanto de
AGL esta sendo consumido. A titulacdo foi realizadécionando as amostras em alcool
quente neutralizado, completando 50 mL de soluedos grupos &cidos sdo neutralizados

com solucdo 1M NaOH até deteccdo do ponto finaHalf,2 (no caso do uso de Oleos
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vegetais ou do proprio acido estearico possuidstedas) (Kanicky & Shah, 2002; Osawa &
Gongalves, 2006) ou até pH 4,8, que é q @k acido acético. O grau de hidrdlise (GHL) foi

calculado segundo a equacéao abaixo, tendo comabakeoleico:

%GHL :% x 282

onde o branco, AGJ, correspondeu ao volume (mL) de NaOH 1 M necesgania neutralizacao
do material hidrofébico sem hidrolise; AGbi o volume (mL) de NaOH 1M para neutralizacéo
do material que foi hidrolisado em determinado tenapos a adicdo da enzima efM a

guantidade (g) do material hidrofobico inicial.

J& o rendimento da sintese (RS) foi calculado skparequacgéo abaixo:

%RS= (1—ijx100
A

onde o branco, # correspondeu ao volume (mL) de NaOH 1 M necesgania neutralizacdo do
material hidrofébico sem acéo da lipase;f8i o volume (mL) de NaOH 1M para neutralizacao
do material que ainda néo foi utilizado para st éster em determinado tempo apds a adicédo
da enzima.

3.3.13.2) Materiais Protéicos
Para determinar o grau de hidrélise das proteimdes pproteases na presenca de

saponinas, transcorrido 2 horas de reacao, alisju@d mL de hidrolisado foram inativadas
pela adicdo de 0,5 mL de solucédo de acido trick#tieo (TCA) 20% e centrifugadas para
remocao do material insoluvel precipitado pelo TQ#este sobrenadante e no hidrolisado
proteico foram determinados o teor de proteinasved no filtrado utilizando o método de
Lowry (Lowry et al 1951),expresso em mg/L de albumina de soro bovino. O geu
hidrolise (GHP) foi calculado segundo a equacadaxaba
%GHP = M* 100
(Prow = PS)

onde o branco, RBScorrespondeu a quantidade de proteina sollvetulistrato apenas na
presenca de agua, nas condi¢cdes do ensaiofoP& quantidade de peptideos solluveis no
hidrolisado em determinado tempo apds a adicamdiana e Ry, foi a quantidade de proteina

total no hidrolisado em determinado tempo apos@iadia enzima.
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3.3.13.3) Materiais Amilaceos
Para determinar o grau de hidrdlise dos materraieeos pelas amilases na presenca

de saponinas, transcorrido 2 horas de reacdo,otdigude 1 mL de hidrolisado foram
centrifugadas, e o sobrenadante foi analisadogeteaminacao do teor de agucares redutores
por DNS, expresso epmol/L de glicose. O grau de hidrélise (GHA) foi@abhdo segundo a

equacao abaixo:

9GHA= CRCR)*V .19
M*P*T* f

onde o branco, GR correspondeu a concentracdo (mg/mL) de acucartaedoluvel no
substrato apenas na presenca de agua, nas condg@saio; GRfoi a concentracdo de
acucares redutores totais no hidrolisado em detewdni tempo apds a adicdo da enzima; V,
volume de solucdo (mL); M, massa (g) de substrBtoteor de amido determinado na
literatura; T, teor de massa se€a;é o fator de conversdo de amido em glicose (1gl11

glicose/g amido).

3.4) PROCEDIMENTOS EXPERIMENTAIS

3.4.1) Screening de matérias-primas
Nesta etapa inicial, foram preparados 38 extratss plantas escolhidas obtidos de

acordo com a Figura 17 (subitem 3.3.1). Os extridiizados (5 mg) foram ressuspensos
em 2 mL de solugdo metanol/agua (80/20), permitenddiar o teor de saponinas totais e de
fendis no extrato butandlico, e por consequéngaraentagem de saponinas na planta, que
seria a porcentagem de extrato butandlico obtidtipticado pela propor¢cdo de saponinas

neste, conforme a equacao abaixo:

Mass%xtr.But. % (:Onc\salli)"'ot %
MaSSaV/Iat.Deseng 2'5

%Saponinas 100

Além da porcentagem de saponinas nas plantassouritérios foram estudados para
pré-selecdo das plantas como a reducdo da tens@dicial da 4gua (72 mN/m) e o indice de
emulsificacao, utilizando dois surfactantes conasciSpan 20 e Tween 80, como padréo de
comparacao. Os extratos que apresentaram resultag@siores em pelo menos um dos
critérios estudados seguiram para a determinacatividade antimicrobiana. Ao final, os
dois extratos escolhidos, jua e sisal, atenderaanit@sios selecionados, além de pertencerem
a agrobiodiversidade brasileira e possibilitaremléa de desenvolvimento sustentavel das

espécies.
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3.4.2) Caracterizacédo das Saponinas

3.4.2.1) Concentracdo Micelar Critica (CMC)
Para avaliacdo da atividade superficial dos exratoos em saponinas foi feita a

determinacdo de CMC dos extratos escolhidos de gigal, e de mais dois, ginseng e quilaia, ja
gue estes apresentam vasta documentacao na tidenstu presente trabalho, foram comparados
0s resultados obtidos pelo método do tensibmetran cos obtidos pelo método
espectrofotométrico (turbidimétrico). Como amboseapntaram resultados similares, com uma
variacdo de 10 a 20% entre os métodos, os tesjamess, onde se estudaram as alteracfes da
CMC das saponinas do jua e do sisal em funcdo dacéia da temperatura, do pH e da
concentracao de NaCl (%p/v) nos extratos foramazadds pelo método turbidimétrico utilizando
26 diluicdes desde 10 g/L até 0,001 g/L, com déeaga tensdo superficial da CMC e das
variacfes de £ 20% de sua concentracdo. Paraag&arde pH, foi utilizado o tampéo universal
(Britton & Robinson, 1931) que apresenta uma arfgika de pH (3 a 11).

Para realizagdo destes testes, foi feito um plarexjto experimental composto central,
constituido de 17 experimentos para cada extratmocmostrado na Tabela 5. Este tipo de
planejamento consiste de uma parte referente aejptaento fatorial ‘2(neste caso k = 3, pois
sdo trés fatores), com 8%(2nsaios fatoriais, 6 (2k) ensaios axiais e 3iesas# ponto central.
Os valores dos niveis associados aos ensaios &8 e +1,68) sdo calculados a partir da
rotabilidade ¢): o = (2)**. J4 os pontos centrais s&o incluidos para pdssikal estimativa do
erro do planejamento, em um numero entre 3 e Jafdat. Montgomery, 2003). Os resultados
foram analisados através sloftwareSTATISTICA 6.0.

Tabela 5 — Andlise da variacdo de CMC utilizando plnejamento composto central

Ensaios | -1,68 -1 0 +1 +1,68
T (°C) 23,2 30,0 40,0 50,0 56,8
pH 3,6 5 7 9 10,4

% NaCl 0 1 2,5 4 5

3.4.2.2) Atividade Antioxidante
O teste de atividade antioxidante foi realizadotdano extrato bruto (saponinas +

compostos fendlicos) quanto no extrato purificaabponinas), de jua e sisal, tendo como padrbes
acido ascérbico, acido tanico, Epigalocatequinaatga(EGCG) e diosgenina. As amostras

solubilizadas em etanol em concentra¢des variaadoad1000ug/mL.

3.4.2.3) Complexagédo com Colesterol
Inicialmente foi preparada uma solugcdo etandlica2dg/L de colesterol a qual foi

adicionada uma solucdo também etandlica de samomieajua e de sisal em concentracdes

variando de 0,1, 0,5, 1, 2, 5 e 200 g/L, sendo lygemeizadas no vortex a 2500 rpm por 2 min.
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Depois o material foi centrifugado a 10000 rpmpbrenadante separado e analisado quanto ao

teor de colesterol.

3.4.2.4) Concentracao Inibitoria Minima (CIM)
A determinacdo da concentracdo inibitdria minima d@xtratos butandlicos e das

saponinas de jua e de sisal foram realizados ca®m ba metodologia padrdo internacional das
Normas M27-A2 (NCCLS, 2002a), M38-A (NCCLS, 20020)M7-A6 (NCCLS, 2003), do
CLSI/NCCLS (Clinical and Laboratory Standards Ing&) descrita para cada um dos
microrganismos:Pseudomonas aeruginosgATCC 9027), Escherichia coli (ATCC 8739),
Staphylococcus aurey@&TCC 6538),Bacillus subtilis(ATCC 6633),Salmonella choleraesuis
(ATCC 10708),Aspergillus niger(ATCC 16404) eCandida albicans(ATCC 10231), tendo
ciprofloxacina e anfotericina B como padrdes ardiobianos controle. Todos os testes foram
conduzidos pela Prof Daniela Sales Alviano no Latiwio de Estruturas de Superficie de

Microrganismos no Instituto de Microbiologia/UFRJ.

Para observagdo da CIM sobre os microrganismosmfdeitas diluicbes seriadas (1:2)
dos extratos butandlicos, das saponinas e dashsclat padrdo com concentracédo inicial de 12,5
mg/mL em meio de cultivo RPMI — 1640 (DIFCO) comtgimina e sem bicarbonato, tamponado
a pH 7,0 em 25°C com MOPS (acido 3-[N-morfolinojnosulfénico) para fungos e Mueller

Hinton — 2 g de infuséo de carne, 17,5 g de cageiné g de amido por litro - para bactérias.

As bactérias foram crescidas em BHI sdlido por 8das a 37°C. O indculo inicial foi
obtido através de suspensdo em agua para determifaO. de 0,08 — 0,1 em 625nm
(1x1PUFC/mL), e depois feitas diluicbes do inéculo ialc{1:20 de meio de cultura liquido
Mueller Hinton) para obtenc&o do indculo final dd® UFC/mL. A cada pogco foi adicionado
10pL do in6culo em um volume final de 140de meio liquido Mueller Hinton adicionado em
cada extrato e saponina nas suas respectivasdaijionde foi obtida uma suspenséo de 5x10
UFC/mL.

Os fungos foram crescidos em agar Sabouraud pbo#& em temperatura ambiente. O
inoculo inicial foi obtido através de suspensdodgua para determinar a D.O. de 0,08 — 0,1 em
530nm. Foram feitas diluicdes do in6culo 1:50 (1@wh 500 L de meio de cultura RPMI) e 1:20
(100pL em 2000uL de meio). Em cada poco foi adaimn100uL do in6culo, em um volume
final de 20QUL de meio de cultura RPMI adicionado com cada &xtea saponina em suas

respectivas diluicdes, obtendo uma suspenséo B&®% 8 2,5x16 UFC/mL.
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Apo6s o periodo de incubacdo, a CIM é determinadaalinente pela turvagdo e pela
adicao de Resazurina (0,005% em PBS pH 7.2) pdos tws microrganismos testados.

3.4.2.5) Composicao das Saponinas
A andlise da composicdo das saponinas foi realipadaespectrometria de massas em

ressonancia ciclotrénica de ions por Transforma&dgalirier com ioniza¢ao por eletrospray (ESI
FT-ICR MS), conduzida pela consultora Rosana CardosBoniek Gontijo da Geréncia de
Quimica do CENPES/PETROBRAS. Uma amostra de 2 msgsdponinas liofilizadas de jua e
sisal (com todos os fendis removidos por lavagem BlaOH 1%) foi dissolvida em 10 mL de
metanol. Desta solugdo, 5QQ foram transferidos para um frasco de 1 mL, eidda com
metanol contendo 0,1% de hidroxido de aménio apaéise no modo negativo (ESI (-)). Esta
solucdo resultante foi injetada no espectrémetr® LHT Ultra (Thermo Scientific, Bremen,

Alemanha), nas seguintes condic¢des:

Parémetros ESI (-)

Iso Spray Voltage 3,10 kV
Tube Lens -39V
Voltagem do Capilar -100 vV

Temperatura do Capilar 275°C

3.4.3) Extracao das Saponinas

3.4.3.1) Extracdo com solventes organicos verdes
Como a intencdo desta tese é utilizar estratégiedes e limpas de processamento, 0s

solventes escolhidos foram agua e etanol 95%. dRetexminar qual a melhor proporcédo entre
esses solventes na extracdo das saponinas do goaresiduo mucilaginoso do sisal, foram
fixados alguns parametros como: relacdo matériagssolvente de 1/5 (0,2); temperatura, 50°C;
velocidade de agitacdo, 200 rpm; e tempo, 4 hémsariacdes foram de 0, 5, 10, 15, 20, 25, 30,
40, 50, 60, 70, 75, 80, 85, 90, 95 e 100% v/v dtdd® forma a evitar interferéncias nas analises
de saponinas e fendis totais, estas foram realzeda as amostras previamente lavadas com

cloroférmio para remocéao de agliconas.

Apdés a selecdo da melhor composicdo de solventdsrefilizado um novo
planejamento experimental composto central varialdons parametros como temperatura,
velocidade de agitacéo e relacdo matéria-primaéatdy como demonstrado pela Tabela 6,
em um total de 4 horas de extracdo. As variaveisedposta avaliadas foram o teor de

saponinas, fendis e agucares redutores totais.
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Tabela 6— Otimizacdo da extragdo de saponinas do juzaitio planejamento composto central

Ensaios T Agitacdo| Jua/
(°C) (rpm) | Solvente

1 38 140 0,20
2 38 140 0,30
3 38 260 0,20
4 38 260 0,30
5 62 140 0,20
6 62 140 0,30
7 62 260 0,20
8 62 260 0,30
9 30 200 0,25
10 70 200 0,25
11 50 100 0,25
12 50 300 0,25
13 50 200 0,166
14 50 200 0,334

15 (C) 50 200 0,25

16 (C) 50 200 0,25

17 (C) 50 200 0,25

Com os principais parametros otimizados, foi real o estudo da cinética da extracédo
das saponinas do jua e do sisal, analisando as asesgatiaveis de resposta anteriores em
intervalos de tempo de 15, 30, 45, 60, 90, 120, 180, 240, 300, 360, 480 e 1440 minutos, que
depois foram comparados com dois experimentozeekls no Soxhlet usando agua e etanol 95%
separadamente. Além disso, foi feito um ensaio peadiar quantas extracdes seriam necessarias

para alcancar o maximo de recuperagéo de saponinas.

3.4.3.2) Extracdo com liquidos i6nicos e analogos
Nesta etapa foram preparados liquidos i6nicos bipetiveis e solventes eutéticos

com intuito de serem alternativas mais eficientesexrtracdo de saponinas do que agua e
etanol. Os liquidos i6nicos foram preparados asrale adicdo lenta de um éacido organico
sobre bicarbonato de colina (ChHE®@6%) sob agitacdo durante 12h, e depois mantida
agitacdo para finalizar a reacao por mais 48h. Cameacao € estequiométrica, foi calculada
a proporcao de agua presente nos LI, com excecacetato de colina (ChAc, 2,08%), que
grande parte da agua foi removida por rotaevaporagzicuo: salicilato de colina (ChSal,
22,4%); citrato de colina (ChCit, 19,14%); sucainale colina (ChSuc, 24%); lactato de
colina (ChLac, 29,32%); hexanoato de colina (ChHak19%); benzoato de colina (ChBz,
23,61%); butirato de colina (ChBut, 26,72%); matonde colina (ChMal, 25,15%); oxalato
de colina (ChOx, 26,5%); propionato de colina (QRr28,21%); e fenilacetato de colina
(ChPhAC, 23,61%).
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Os solventes eutéticos foram preparados adicionando composto doador de
hidrogénio a ChCl em um propor¢cdo molar de 2/1geeeendo a mistura até 100°C. As
misturas utilizadas como solventes foram apenagjues se mantiveram liquefeitas a
temperatura de 25°C, como as que utilizaram glicergia, etileno glicol, acido acético,
acido maldnico, acido oxalico, acido fenilacéti@oido propibnico e acido lactico, sendo esta

altima com presenca de 5,84% de 4gua.

ApoOs o preparo dos liquidos i6nicos e analogosnidiixados alguns parametros para
escolha do solvente mais efetivo na extracdo denszgs de jua e do residuo mucilaginoso
seco de sisal, como temperatura 40°C, agitacdo rg@0) tempo 24h, relacdo matéria-
prima/solvente 1/5, conteudo de co-solvente de 5¥do comparados com agua e etanol
30%. Assim, com o liquido i6nico ou seu analogamksdo, foi realizado um planejamento
de misturas (Tabela 7) para determinar qual samalbor proporcéo entre este solvente, 4gua

e etanol para extracédo das saponinas.

Tabela 7 — Planejamento de misturas de extracdo daponinas por liquidos i6nicos ou analogos

Ensaios| Agua] FEtanol Solvente

1 1 0 0

2 0 1 0

3 0 0 1

4 0,33 0,67 0

5 0,33 0 0,67
6 0 0,33 0,67
7 0,67 0,33 0

8 0,67 0 0,33
9 0 0,67 0,33
10 0,33 0,33 0,33
11 0,67 0,167 0,167
12 0,167 0,67 0,167
13 0,167| 0,167 0,67
14 0,33 0,33 0,33

Com a melhor proporcéo definidfmi realizado o estudo da cinética da extracdo das
saponinas do jua e do sisal, analisando as mesmiaseis de resposta anteriores em intervalos
de tempo de 15, 30, 45, 60, 90, 120, 150, 180, 240, 360, 480 e 1440 minutos. Depois foram
avaliadas a relacdo matéria-prima/solvente (148),11/20, 1/30, 1/40 e 1/50) e a temperatura (30,

40, 50, 60 e 70°C), com as condicfes anterioras.fix
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3.4.3.3) Comparacao dos métodos de extracao
Com intuito de comparar a extracdo orbital simgles) outros métodos de extragdo, o

estudo da cinética de extracdo foi repetido, malatem tempo de 3 horas, com o auxilio de
ultrassom. A influéncia do tensoativo Triton X-1@3% v/v) na extracdo também foi testada. Os
intervalos de tempo adotados no experimento cetma&erforam 15, 30, 60, 120 e 180 minutos,
e no experimento com o ultrassom foram de 5, 1030545, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos.
Com as condicdes escolhidas anteriormente fixamms;oncentracdes de Triton X-100 foram
variadas de 0, 0.5, 1, 2.5, 5, 7.5, 10, 15, 20e 3D% v/v para se maximizar a recuperacdo de

saponinas.

3.4.4) Concentracdo das Saponinas

3.4.4.1) Pré-concentracao por Ponto de Névoa
Apés a extragdo micelar das saponinas, a prOxirapaeé a concentracdo dessas e

posterior remogao do Triton X-100. Para isso, umaltde 22 sais foram testados, em uma
concentracao de 20% p/v, para auxiliar a sepamdeaona fase rica em surfactantes (saponinas e
Triton X-100) e outra fase rica em sais. Estes fa@mm escolhidos por ter um custo baixo e
serem amplamente utilizados em alimentos e cososéticomo: MgGL MgSQ,, NaPO,,
NaSO;, NaCl, NaCO;, NaHCQ, NaNG;, (NH4).SOy, NH,Cl, NH;NO3, KoCOs, KoSQy, KNO;3,

KCI, KHCOs;, CaCl}, citrato de sodio, acetato de sodio, citrato ddgsio, acetato de potassio e
acetato de amonio. Para cada sal foi determinadguentemperatura ocorria a separacgéo de fase
(cloud poinj. Para cada fase, foi analisado o teor de compdstwlicos e saponinas, além de
medido o volume, e portanto, possibilitando o délade trés coeficientes: K, coeficiente de

particdo;o, fator de concentracao; e V, razdo volumar.

Croro(9/L) _ Groro(9/1L) V= Vol;spo
Ceunoo (Q/L) 7 A Chica (9/L)° Volynoo

KSAP -

Depois que o sal responsavel pela maior concewtrdgdsaponinas foi escolhido, foram
testadas diferentes concentracdes deste sal, corhf, 815, 20, 25 e 30% plv, repetindo as

mesmas analises, e também verificando a variac&todd point

Com a concentracdo do sal definida, foram testatipsis adsorventes, como Silica gel
60 e Amberlites XAD-2 e FPX-66 com o objetivo denoezer 0 maximo de Triton X-100 dos
extratos concentrados. As condi¢cdes destes erfsazs: 4 mL dos extratos concentrados, 0,8 g
de adsorvente, 50°C, 2h, 200 rpm (Cheetham, 19%®)escolher o adsorvente que promove

maior remocao de Triton X-100, foi realizado um ngi@mento composto central variando

83



parAmetros como temperatura e concentracdo dovadser como demonstrado pela Tabela 8,

mantendo fixos tempo e agitagdo do ensaio anterior.

Tabela 8- Otimizacdo da adsorgédo de Triton dos extratoserarados utilizando planejamento composto central

Ensaios Conc(i:/r;)tragao T (°C)
1 10 30
2 10 50
3 30 30
4 30 50
5 5,86 40
6 34,14 40

7 20 25,86

8 20 54,14
9 (C) 20 40
10 (C) 20 40
11 (C) 20 40

Com estes parametros otimizados, foi realizadduwrlesla cinética de adsorgéo de Triton
X-100 dos extratos concentrados de jua e de sisaljsando as mesmas variaveis de resposta
anteriores em intervalos de tempo de 30, 60, 90, 180, 240 e 360 minutos. Também foi
verificada a possibilidade de reutilizacdo do adsate, sendo que apds seu uso, este foi lavado
sucessivamente por 2 vezes com etanol 95% por B0tosi e nas mesmas condi¢cdes Otimas de
adsorcdo de cada extrato, para promover a dessdegdoiton X-100, e depois reciclando o

adsorvente limpo para remoc¢é&o de mais Triton doates concentrados.

Como o Triton X-100 tem um custo elevado, outrodastantes como Span 20 e 80,
Tween 20 e 80, além de PEG 1500, 4000 e 6000, fastados com objetivo de comparar o fator
de concentracdo e o coeficiente de particdo nagidrbifasica aquosa. As condi¢cfes do ensaio
foram: a adicdo de 2,5 mL solucdo hidroalcodlic@%3v/v) do surfactante ou polimero em
concentracdes de 15% p/v e 1 g de carbonato de sddtiro a 2,5 mL extrato hidroalcoolico
(30% v/v) de residuo mucilaginoso de sisal, comeas homogeneizacdo em vortex a 2500
rpm. No caso do jua, a concentracdo do polimeudactante utilizada é de 30% p/v.

3.4.4.2) Coluna de Espuma
Foi realizado um planejamento experimental compasatral, com intuito de

explorar quais seriam os limites de alguns parasetomo volume inicial de extrato, vazao
de ar e concentracao relativa de saponinas na@xtrade 100% seria 0 extrato sem diluicéo

com etanol 30%, durante 15 min de processamendienolo ser visualizados na Tabela 9.
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Tabela 9— Planejamento composto central exploratdrio deeotragdo de saponinas por coluna de espuma

. Volume | Vazéo Ar Com_:.
Ensaios (mL) (mL/min) Saponinas
(%)
1 70 600 25
2 70 600 75
3 70 1000 25
4 70 1000 75
5 100 600 25
6 100 600 75
7 100 1000 25
8 100 1000 75
9 60 800 50
10 110 800 50
11 85 460 50
12 85 1140 50
13 85 800 8
14 85 800 92
15 (C) 85 800 50
16 (C) 85 800 50
17 (C) 85 800 50

A patrtir disso, foram realizados mais 2 planejam&momposto central, uma para o

sisal e outro para jua, sumarizados na Tabela 10.

Tabela 10 -Planejamento composto central da concentracdopbmis@s por coluna de espuma

Ensaios SISAL JUA
Volume Vazao Ar Conc. Volume Vazao Ar Conc.
(mL) (mL/min) | Saponinas (%) (mL) (mL/min) | Saponinas (%)
1 85 800 70 85 400 20
2 85 800 a0 85 400 40
3 85 1200 70 85 800 20
4 85 1200 90 85 800 40
5 115 800 70 115 400 20
6 115 800 90 115 400 40
7 115 1200 70 115 800 20
8 115 1200 90 115 800 40
9 75 1000 80 75 600 30
10 125 1000 80 125 600 30
11 100 660 80 100 260 30
12 100 1340 80 100 940 30
13 100 1000 63,2 100 600 13,2
14 100 1000 96,8 100 600 46,8
15 (C) 100 1000 80 100 600 30
16 (C) 100 1000 80 100 600 30
17 (C) 100 1000 80 100 600 30

Com as condi¢Bes definidas, outros parametros feeatados com intuito de aumentar o

fator de concentracédo das saponinas, como testasowalores para vazéo de ar (400, 600 e 800
mL/min para o jua, e 1000, 1200 e 1400 mL/min pasisal); pH (3, 4, 5,6, 7, 8,9, 10 e 11
ajustado com NaOH 6M ou HCI 8N), e a presenca désale Raschig (5, 15 e 25g). Com esses

dados obtidos, foram realizados estudo da cinéécaoncentracdo durante 6 horas (sisal) e 9
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horas (jua) em duas concentracdes: no caso doaissirato etandlico do residuo mucilaginoso e
o proprio residuo liquido do sisal; no caso do fuéxtrato etandlico e o extrato pré-concentrado
com adicdo de 20% carbonato de sodio. Além disa@zao de ar foi diminuida até um valor
minimo que produzisse alguma bolha na coluna, sandeentado em sistema gradiente apenas

guando a taxa de saida de espuma ndo permanesfarden

3.4.4.3) Separacéo por Membranas
A concentracao pelo sistema de membranas foi aeizom apoio de Bruno Santos e da

Prof Denise Freire do Laboratério de Biotecnolddiarobiana, do Instituto de Quimica/UFRJ.
Foi utilizado o Millipore Labscale TFF System UF i(ljdore, Billerica, USA), com as
membranas Biomax 10 (50 cm?, Millipore, Pellicon)Xlara ultrafiltracdo com corte de 10 kDa,
e Durapore 0,45 (50 cm?, Millipore, Pellicon XL)rpamicrofiltragcdo. As membranas foram
lavadas antes e depois de seu uso com NaOH 0,1#0pminuros, e depois com agua destilada.
Foram utilizados volumes de 100 mL de extrato, otwios foram filtrados para remover
particulados, e no caso do residuo liquido de &sabém passaram por microfiltracdo (25 psi, 30
min). Com a membrana de ultrafiltracdo (30 psi) fealizado um estudo da cinética de

concentracao dos extratos.

3.4.5) Aplicacéo das Saponinas

3.4.5.1) Alteracédo de Atividade Enzimatica
Com objetivo de investigar a possibilidade do us® shponinas em aplicacdes

relacionadas a area de alimentos, foi feito umdessobre como estas poderiam atuar sobre um
complexo enzimatico do trato digestivo, a pancn@atgque possui acdo amilasica, proteasica e
lipasica. Para isso, foi comparada a alteragdcadas/concentragdes de saponinas (0.001, 0.005,
0.01, 0.1 e 0.5%) sobre atividade da pancreatif@%) atuando sobre varios substratos (amido,
azocaseina e p-nitrofenil laurato) também em va@gentracdes distintas. Também foi feita
uma hidrdlise acida das saponinas, simulando adiges no estdbmago, com concentracdes de
substratos fixas (amido, 0,1%; azocaseina, 0,02p%FL, 0,504 mM), e de agliconas

(diosgenina, jua e sisal) com as mesmas variagiesaponinas.

Similarmente, com intuito de verificar o0 uso de ®d@pas em cosmeéticos foi feito o
mesmo estudo em relacdo a atuacédo destas solegarase, normalmente presente nas matrizes
extracelulares junto com proteinas e glicosamicaghs que podem atuar sobre a

microcirculacdo (Wilkinson & Brown, 1999).
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3.4.5.2) Hidrolise e/ou Sintese enzimatica
Ja4 que as saponinas proporcionam alguma modificagd@tividade enzimatica foi

verificado entdo como seria a agcdo da pancreatatiguena enzima com funcgao similar (Stargen,
amilase, Genencor; Papaina, protease, Vetec; Lip@ZyALB, lipase, Novozymes) sobre alguns
substratos cotidianos como:

e Carne, leite, soja, feijao preto, gelatina, faridearigo, gema e clara de oo Proteases

* Milho, arroz, farinha de trigo, batata, mandioa@do—-> Amilases

* Azeite, 6leo de soja e manteigaLipases

As condicdes de reacdo foram 2 g de substrato,L18gua a 200 rpm durante 2 horas no
caso de amilases e proteases, e de 4 horas pdipases. A temperatura foi de 40°C para
pancreatina, Stargen e Lipozyme CALB, e de 50°@ pgrapaina.

No caso da sintese foram utilizados as lipasesziipe TL e Novozym 435, ambas da
Novozymes, para producdo de acetato de butila,rtr p@ acido acético e n-butanol relacéo
molar 1/1, adicionado de 4gua (45% volume total3C3 200 rpm, 4h (Saladt al, 2007), e para
producao de biodiesel, a partir de acido este&ietanol, na relacdo molar 1/3, 37°C, 200 rpm,
4h (Ribeiroet al, 2011).
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CAPITULO 4 — RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1) SCREENING DE MATERIAS-PRIMAS

4.1.2) Selecéao preliminar dos extratos

A viabilidade do uso de saponinas em aplicacOesrsiag esta diretamente relacionada a
disponibilidade de plantas facilmente cultivAveasmcaltas concentragdes de saponinas. Assim, a
selecdo preliminar dos extratos teve como critaiapresentacdo de teores de saponinas iguais
ou superiores a 2%; indices de emulsificacdo aden®0% e tensdo superficial abaixo de 46
mN/m, que foram os valores obtidos de uma solu¢cigi. de Span 20. Os resultados obtidos
foram organizados na Tabela 11, onde os destacamosegrito atenderam a pelo menos 1

critério, e os destacados em vermelho atendera&coerios (Figura 72, Anexo).

Os resultados relativos ao teor de saponinas, quaodiparado com os dados de
literatura, foram bastante variados, sendo queeose$ obtidos para as amostras de alho,
amaranto, aveia, berinjela, caléndula, cara, gitagsa, maracuja, mate, periandra, quilaia e
tribulus encontravam-se nas faixas de valores efséncias. Esta variacdo pode ter ocorrido
devido a utilizacdo de extratos butandlicos brutpse em alguns casos podem apresentar
agliconas (triterpenos e esterdides) possivelngenadas durante o processamento dos materiais.
Outra explicacdo possivel é a falta de clarezaalarma dos artigos em relatar o teor de saponinas
em suas matérias-primas, ja que muitos visam aeditoquimico de saponinas desconhecidas,
fazendo seu isolamento, purificacdo e determinagé&oitural, informando apenas quantidade de
matéria-prima utilizada, de extrato butandlico e daponinas isoladas, o que nem sempre

representa a quantidade total presente no extrato.

Para se realizar os testes de atividade surfaciainteantida a concentracao de 0,1 g/L,
pois esta concentracao ja seria ou estaria bennpada CMC (Mitra & Dungan, 1997; Decroos
et al 2007) e proporcionaria alteracdes significatimastenséo superficial e provavelmente no
indice de emulsificacdo. Como existem poucos daddgeratura avaliando o poder surfactante
das saponinas, foram introduzidos dois surfactaoteserciais para se ter uma comparagao.
Decroos e colaboradores (2007) citaram valoresmi&ib superficial de soyasaponinas entre 50,1
e 54,7 mN/m nas concentragfes entre 0,085 e Ol19jgé sdo muito proximos do encontrado
(49,19 mN/m) para a soja neste trabalho. J& Mitr®@hgan (1997) relataram uma tenséo
superficial para quilaia de 43,5 mN/m, similar &tido nesta tese (42,56 mN/m), sendo ambos na
mesma concentracdo. Van de Ven e colaboradoresl)(2fldtiveram para as saponinas da
castanha da india na concentracdo de 0,1 g/L umadesuperficial de 52,2 + 0,8 mN/m, préximo

ao valor encontrado neste trabalho (54,60 mN/n63)0,
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Tabela 11 — Comparagéo do teor e atividade surfaatée das saponinas das matérias-primas utilizadas

Extrato butanolico Saponinas I’ndi(_:_e de Tensd&o superficial
%S . . . — final (%) Emulsificacao (mN/m)
% Saponinas Totais % Fenois (%)

Alcaguz 52,32 3,26 37,8: 4,55 2,70+0,30 | 47,70+0,84 | 46,76 £0,77
Alho 75,05+ 4,36 16,74 0,82| 0,18+0,01 | 46,95+ 1,69 47,92 £ 0,45
Alho poro 66,53+ 4,72 2493 0,59 | 3,10+0,22 51,72 2,44 45,45 + 0,56
Amaranto 88,23 7,11 3,2% 0,50 0,10+ 0,01 47,000,64 46,85 £ 0,52
Amendoim 76,44+ 5,43 13,3%*1,31| 0,89+0,06 | 47,41+1,22 41,52+ 0,15
Aveia 70,32+ 2,75 0 0,21 +0,01 | 44,94+ 2,27 46,14+ 0,20
Berinjela 77,8% 1,00 2,49 0,55 0,41+0,01 47,462,40 49,4C 0,38
Beterraba (f) 73,57+ 6,12 19,62 2,05| 0,92+0,08 | 47,80+0,75 48,3C 0,15
Beterraba (1) 86,26+ 4,58 0 0,50+0,03 | 47,36+ 0,13 42,52+ 0,41
Bucha 61,2 5,49 16,74 1,80 0,19+ 0,02 43,192,44 37,81+ 0,30
Caléndula 46,37+ 3,43 4791 395| 0,68+0,05 | 53,39+ 1,20 36,12 0,32
Caré 65,58 1,60 25,28 1,47 0,10 £ 0,02 | 50,00+ 0,78 48,72+ 0,53
Castanha-da-india 80,38+ 3,54 1524 155| 3,60+0,23 | 4548+ 0,73 54,60 0,63
Cebola 63,34+ 1,92 30,24-1,63| 0,43+0,01 | 46,99+ 0,99 59,83 0,27
Centella 73,3& 0,93 1992 1,84 196+0,12 | 45,56+ 0,97 44,85+ 0,85
Ché verde 47,35+ 1,29 45,88 1,26| 0,68+0,13 | 45,35+ 0,10 40,79+ 0,51
Ervilha 84,58+ 3,25 5,19 0,64 0,94+0,04 |48,27+£1,28 | 42,50+ 0,52
Féafia 89,46 0,14 531 0,73 1,74+£0,01 | 52,12+ 3,00 42,99 0,04
Feijdo azuki 77,49+ 5,38 11,84 130| 0,79+0,05 |47,89+1,74 52,2% 0,60
Feijao preto 84,00+ 7,60 9,42+ 0,78 0,64 £0,06 | 48,24+ 1,24 37,12+ 0,18
Ginseng 86,45 0,50 11,43 150| 8,86+0,01 | 47,84+0,53 44,29+ 0,56
Girassol 74,15+ 6,77 16,68 1,70 0,50+0,10 | 44,19+ 0,10 51,56 0,72
Gréo-de-bico 88,69+ 7,90 3,72 0,60 2,03+£0,18 | 47,85+ 1,84 52,83 0,73
Guarana 55,35 1,98 43,3k 1,64 0,04 £0,01 45,240,10 43,63+ 1,14
Hera 72,49+ 5,71 19,5% 2,30 1,26 +£0,10 | 52,59+ 1,22 44,83 1,11
Jua 77,42 5,21 16,0G:1,75| 3,88+0,26 | 50,88+ 2,48 38,03 0,61
Lentilha 76,99+ 5,62 13,7#1,25| 0,83+0,06 | 49,97+ 2,40 415%# 0,41
Lirio 91,51+ 8,97 7,62+ 0,95 0,67 +0,07 | 50,00+ 1,20 49,54+ 0,94
Maracuja 71,02 1,10 19,02 0,78 0,82 £0,01 | 48,57+ 3,22 43,32 0,71
Mate 65,26+ 2,21 33,14 4,26| 0,65+0,10 | 43,65 0,56 39,02+ 0,65
Periandra 79,02+ 5,42 19,93 2,50 1,49+0,38 | 45,45+ 0,10 53,06t 1,10
Pimenta 78,74 3,95 13,5 1,70 0,60 +0,10 42,540,22 39,94+ 0,45
Quilaia 77,52+ 0,65 21,6:0,77 7,16 + 0,06 54,24 2,40 42,56 0,10
Quinoa 79,05+ 5,40 16,8% 1,60 0,64+ 0,04 49,14 0,02 51,04 0,44
Sisal 62,43 2,99 316%260| 287+0,14 50,38t 3,06 45,05 1,02
Soja 78,26+ 7,48 1293%1,71| 7,28+0,70 50,0& 0,02 49,19+ 0,17
Tribullus 70,72+ 3,36 21,2% 2,00 1,16: 0,05 | 50,95+2,51 47,74+ 0,93
Unha-de-gato 51,264,83 47,00: 1,17 0,92+ 0,10 43,02+ 0,11 34,30+ 0,82
Span 20 - - - 53,04+ 0,58 40,53 0,57
Tween 80 - - - 53,09+ 0,51 31,4G: 0,21

Em uma correlagdo mais geral, cerca de 71% doategtricos em saponinas conseguiram
promover uma diminuicdo na tensdo superficial daZ mN/m, comparando-se com a agua
pura (72 mN/m), mas apenas 47% destes consegui@moper uma emulsificagdo com indice
maior que 50%. Isso indica que apesar das sapocamseguirem diminuir a tenséo superficial,
estas sozinhas ndo mantém um grande volume eroatkfi Talvez com concentracdes maiores
de saponinas, ou menor quantidade de fase hideafobii com auxilio de outros surfactantes e/ou

espessantes, estas possam estabilizar melhor temaiem emulséo.
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4.1.3) Atividade Antimicrobiana
A partir da selecao preliminar das plantas, folizado o teste de atividade antimicrobiana

em alguns dos extratos, utilizandollOde uma solugdo com uma concentracado de 50 mgémL d
extrato liofilizado, utilizando como controle pasit a anfotericina B (1 mg/L). A anfotericina B
foi escolhida como controle positivo por ser umifangico macrociclico poliénico capaz de
promover a morte celular pela interacdo com o ¢egols presente na membrana flngica,
aumentando sua permeabilidade (Martinez, 2006) asta muito semelhante a das saponinas.
Para garantir que apenas as saponinas estariam segdhdas em sua atividade antimicrobiana,
sem influéncia dos compostos fendlicos, que poderargum falso positivo por possivelmente
terem este tipo de atividade principalmente antdsana (Cushnie & Lamb, 2005), o extrato
liofilizado foi solubilizado em metanol e a estéddicionada uma mistura de acetona/éter etilico
(1/1 viv) para precipitacdo das saponinas, quarf@aparadas e novamente liofilizadas para a

andlise. Os resultados podem ser visualizados Inalda2.

As bactériasEscherichia colie Staphylococcus aureuambém foram testadas, mas
ndo foi observado nenhum halo de inibicdo paralosx@ratos avaliados. Além do controle
positivo (anfotericina B), os extratos de alcagastanha-da-india, ginseng, hera, quilaia e
tribulus foram utilizados como referéncias exterdague ndo integram a agrobiodiversidade

brasileira.

A atividade antimicrobiana do extrato de jua erpeesda, jA& que Alviano e
colaboradores (2008) relataram atividade antib@actar contra Prevotella intermedia
Porphyromonas gingivaljg-usobacterium nucleatun$treptococcus mutaresLactobacillus
caseiem uma concentracdo de 20 mg/mL. Cruz e colabozad@007) também verificaram a
acdo antifungica contraCandida albicans Candida guilliermondii Cryptococcus
neoformansFonsecaea pedroseiTrichophyton rubrunem uma concentragédo de 1 mg/mL,
apesar de neste caso ter sido utilizado extratmsagquo que poderia sugerir acao
antimicrobiana de outros compostos, como flavorgideterpenos e alcalbides, além das
saponinas. No caso do alho pord, Carotenuto e aa@dbres (1999) determinaram o D
(concentragdo de extrato que causa 50% de redug@&cescimento fungico) das saponinas
isoladas de 30-3pg/mL contra o fungd-usarium culmorumenquanto Matsuuret al (1988)
obtiveram um CIM de 25 e 4Q@/mL contraCandida albicanse Aspergillus nigerpara o
erubosideo B, e um CIM > 8Q@/mL para o proto-erubosido B, ambas saponinadhdo a
Apenas Sagesaka e colaboradores (1996) citam adagasaponinas de cha verde contra o

fungoMicrosporum audouinitendo uma CIM de 10g/mL.
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Tabela 12 — Atividade antimicrobiana dos extratos gr difusdo em agar

Matérias-primas Candida albicans Aspergillus niger

Alcacuz - -
Alho 1,3cm 1,3cm
Alho poré 0,8 cm -
Amaranto - -
Amendoim - -
Aveia - -
Berinjela - -
Beterraba folha - -
Beterraba tuberculo - -
Bucha - -
Caléndula - -
Castanha-da-india 1,4cm 1,1cm
Cebola - -
Centella - -
Cha verde - 0,5cm
Ervilha - -
Fafia - -
Feijao Azuki - -
Feijao preto - -
Ginseng - 1,3cm
Grao-de-bico - -
Hera - -
Jua 1,1cm 0,5cm
Lentilha - -
Lirio - -
Maracuja - -
Mate - -
Periandra - -
Pimenta - -
Quilaia - 1,8cm
Quinoa - -
Sisal - -
Soja - -
Tribulus - -
Unha-de-gato - -
Anfotericina B 1,8cm 2,0cm
(-) ndo houve inibicdo no crescimento microbiano

Em relacdo as referéncias externas, Chapagainabartatores (2007) observaram o
percentual de inibicdo de crescimento (17,72 aZ88)1ldos fungos fitopatogénic®s/thium
ultimum Alternaria solanj Verticillium dahliae e Fusarium oxysporunmpela acédo das
saponinas de quilaia em concentragéo variandolda 4% p/v. Sung e Lee (2008) testaram a
acado antibacteriana dos ginsenosideos coftt@hylococcus aureusStaphylococcus
epidermidis Salmonella typhimuriure Vibrio vulnificus e também o efeito sinérgico destes
com antibidticos comerciais (canamicina e cefotajyinda para as escinas ndo ha nenhum

dado sobre atividade antimicrobiana na literatura.
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De maneira geral as saponinas tém um poder antibgro limitado, quando
comparadas a outros metabdlitos tais como dle@neisss. Isso pode ser evidenciado pelo
trabalho de Hili e colaboradores (1997) que tambéalizaram o teste antimicrobiano por
difusdo em agar de Oleos essenciais coltaphylococcusaureus Escherichia coli
Pseudomonas aerugingsachizosaccharomyces pomBaccharomyces cerevisjd@andida
albicans e Torulopsis utilis Neste teste, os 6leos essenciais de cravo-da-(Edigenia
caryophyllatg, tomilho (Thymus vulgarise canela@innamomum zeylanicyrapresentaram
um halo de inibicdo de crescimento variando de &,8513 cm para as bactérias, e de 3,43 a

8,00 cm para os fungos.

4.1.4) Selecéo Final
De acordo com os resultados acima obtidos de selpgdliminar e de atividade

antimicrobiana, ha uma drastica reducdo no numenmatérias-primas, de 38 para apenas 8, 0s
guais de acordo com os critérios estabelecidoarsedlho pord, jua, quilaia e sisal pela selecdo
preliminar, e alho, alho poré, castanha-da-indig, werde, ginseng, jua e quilaia pela atividade
antimicrobiana. Contudo castanha-da-india, ginsergyilaia sdo apenas referéncias externas,
pois ndo pertencem a agrobiodiversidade brasilpa,isso foram retiradas da selegcéo final.

Considerando que os dados da selecdo preliminarut@npeso maior que os de atividade

antimicrobiana, pois as principais aplicacdes dapomsinas estdo relacionadas as suas
propriedades micelares, ambos ch& verde e alhcétanfiram retirados, ja que possuiam teor de
saponinas e indice de emulsificagdo abaixo do giabelecido. Assim, os extratos escolhidos
para continuacdo do trabalho foram juad e sisal,odgde ambos poderiam incentivar a

conservacgao e a utilizacédo sustentavel da agroeisiiade brasileira.

4.2) CARACTERIZACAO DAS SAPONINAS

4.2.1) Concentracdo Micelar Critica (CMC)
Inicialmente, foi feita a determinacdo de CMC m#hdo o tensidmetro pelo método de

placa plana (Figura 18) comparando com o turbidis@{Figura 19) dos extratos escolhidos, jua
e sisal, e de duas referéncias externas, ginsenglaa. A comparacdo dos valores da CMC
obtidos pelos dois métodos demonstra uma simildeidentre os resultados, com variagdes
observadas na faixa entre 4 e 20%, o que podesssdizado na Tabela 13. Aléem da similaridade
dos resultados, fatores como maior simplicidaderampenal e menor quantidade de matéria-
prima utilizada, permitiram a escolha do métodditiimétrico para avaliacdo de como pH,

temperatura e concentracdo de sal em solugéao paié¢an a CMC.
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Mitra & Dungan (1997) relataram que a CMC de sapaside quilaia de diferentes fontes
comerciais variam entre 0,51 a 0,77 g/L, a 25°Cs padendo alcancar 0,35 g/L a 34°C. Ja
Stanimirova e colaboradores (2011) obtiveram 0,25acpmo CMC da saponinas de extratos
comerciais de quilaia, muito similar aos dados aguontrados. Essa diferenca nos valores de
CMC deve estar relacionado as metodologias utdigadolubilizacdo de diclorofluoresceina
(Mitra & Dungan, 1997) e tenséo superficial. O da#oCMC mais proximo do ginseng foi o
trabalho de Xiong e colaboradores (2008) obtendalar de 0,34 g/L para as saponinas*deax
notoginseng que por apresentar propor¢cbes diferentes de giadanosideo pode justificar as

diferencas em relacao a este trabalho que utiBztnato butandlico dBanax ginseng
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Figura 18 — Determinacdo de CMC dos extratos ricosm saponinas através do tensiébmetro
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Figura 19 — Determinagdo de CMC dos extratos ricosm saponinas pelo método turbidimétrico
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Tabela 13 — Comparagdo dos CMC dos extratos ricosnesaponinas obtidos por dois métodos distintos

Matérias-primas| CMC (g/L)} CMC (g/L)2  Desvio (%
Quilaia 0,284 0,315 10,72
Ginseng 0,627 0,747 19,08

Jué 1,064 1,110 4,39
Sisal 0,684 0,545 20,37

1 Método pelo tensidbmetro; 2 Método turbidimétrico

Os resultados da influéncia de fatores como pHpégatura e concentracao salina sobre a
CMC podem ser visualizados na Tabela 14. Para daMeC calculada pelo método
turbidimétrico, foi medida a tenséo superficialacébnada (tensédo critica) ao CMC e as suas
variagbes de + 20%. Assim o extrato de sisal tewa variagdo de CMC entre 0,15 a 0,45 g/L,
com tensdes criticas de 33,57 a 45,13 mN/m, eng@aBMC do extrato de jué flutuou entre 0,08

e 0,55 g/L e a tensao correlacionada entre 3348452 mN/m.

Para melhor avaliar a influéncia dos trés fatoitaslas e suas interacdes sobre a CMC dos
extratos de jua e sisal no planejamento experirheataposto central, foi necessaria a utilizagéo
de ferramentas estatisticas fornecidas pelo prag@PATISTICAG.O.

Tabela 14 — Resultados da analise da variacdo de @\ tensao critica dos extratos de jua e sisal
utilizando planejamento composto central descrito a Tabela 5

Ensaios Jué Sisal
CMC (g/L) Tensao critica (MN/m) CMC (g/L Tensadtica (mN/m)
1 0,27 £ 0,03 37,28+ 1,73 0,40 + 0,08 41,75+0,73
2 0,18 £ 0,02 41,53 +0,43 0,25 + 0,05 39,63 + 2,47
3 0,33+0,03 38,77 £ 1,25 0,45 + 0,09 41,46 + 3,84
4 0,19 £ 0,02 43,95 + 0,44 0,40 + 0,04 40,78 + 1,04
5 0,32 £ 0,03 35,87 + 0,14 0,37 + 0,07 39,43 +1,08
6 0,25+ 0,03 36,15 + 0,60 0,28 + 0,06 35,53 +0,26
7 0,40 + 0,04 34,96 + 0,84 0,27 + 0,06 40,20 + 2,28
8 0,39 + 0,04 38,21 +0,43 0,15 + 0,0 37,14 + 1,09
9 0,08 + 0,01 46,52 + 1,84 0,29 + 0,06 45,13 + 0,80
10 0,31+ 0,03 33,94 + 0,99 0,24 + 0,05 33,57 + 2,49
11 0,39 + 0,04 34,33+ 1,14 0,23 + 0,05 43,61 + 1,37
12 0,53 £ 0,05 38,85+ 0,70 0,30 + 0,06 41,66 + 1,04
13 0,55 + 0,05 35,35+ 0,74 0,44 + 0,08 42,45 + 2,62
14 0,22 £ 0,02 43,52 +1,61 0,23 + 0,05 40,84 + 0,65
15(C) | 0,12+0,01 37,71+ 0,88 0,34 + 0,07 36,50+ 1,81
16 (C) | 0,21+0,02 35,96 + 0,71 0,27 + 0,05 37,99+ 1,00
17 (C) | 0,17 £0,02 36,93 +0,71 0,31 + 0,06 40,06 + 0,45

Primeiramente, depois de selecionado o modeloigtstat mais completo (nesse caso,
possui termos lineares, quadraticos e a interagédedmos lineares), gera-se a tabela de ANOVA
(Analise de Variancia Univariavel), que fornece slulaformacdes como o R2? (coeficiente de
determinacao), que permite verificar o ajuste dodefgy e o p-valor (probabilidade de

significancia), que é funcdo de alguns parameteosgatiela da ANOVA como SS (soma dos
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gquadrados da variacdo dos termos), df (grau dedhloe), MS (quadrados médios), MS Erro Puro
(quadrado médio devido aos erros de ajuste) erérfgro relacionado a distribuicdo de Fisher-
Snedecor), e indica quais termos sao relevantdatifticamente significativos), ocorrendo
quando o p-valor do termo for inferior ao (nivel de significancia) de 0,05 (Calado &
Montgomery, 2003; Rodrigues & lemma, 2005).

Com a tabela de ANOVA gerada, e percebidos quaimo® sao estatisticamente
signficativos, um ajuste ao modelo € realizadojramio os termos irrelevantes, e por
consequéncia uma nova tabela é produzida com R? pn@ximo de 1 do que o anterior. Como
este planejamento foi realizado para investigal guafluéncia dos fatores externos na CMC das
saponinas, o nivel de significancia foi aumentaai@ ®,1, permitindo que termos marginalmente
significativos (p-valor entre 0,05 e 0,1) sejam titaws no modelo final. Nas Tabelas 15 e 16, os
modelos completo e ajustado da ANOVA podem serrghdas para as CMCs dos extratos de jua

e sisal, respectivamente.

Tabela 15 - ANOVAs com modelo completo e ajustadapa variagdo do CMC do extrato de jua

R-sqr=,86509; Adj:, 73735

R-sar=86419; Ad): 60246

&

Fatores S8

MS F P
(OTEOL | 0,041213 | 1 | 0,041213 | 1834612 | 0,050421 Fatores B df | MS F P
TECQ | 0000242 | 1 | 0,000242 | 010741 | 0,774236 MTCCL | 01315 | 1 | 001316 | 18M612 | 0056220
@pHL | 0020007 | @ | 0,03000 | 558301 | 0096747 (DpEL__ | 0020005 | 1 | 0020005 | 88301 | 009657
PHQ 0,087347 | | | 0,087347 | 3778551 | 0024827 : ’ : :
(3v%BalL | 0054398 | 1 | 0054308 | 2415462 | 0,038994 3 liH Q 009653 | 1 | 0098563 | 438006 | 0,022030
38l 0043556 | 1 | 0,043056 | 1051828 | 0,047605 (3WBall | 0094358 | 1 | 0094398 | 24713462 | 0,0389%4
1Lz 2L 0,002982 | 1 | 0002982 | 1,32395 | 0363854 Yedal § 0050208 | 1 | 0050208 | 2229424 | 0,042046
1L x 3L 0,002527 1 0,002527 | 1,12191 | 0400528 Faltade Ajuste | 0,033059 | 9 | 0003673 | 163104 | 0437174
2L x 3L 0,000031 1 0,000031 0,01358 0,917886 Erro Puro 00msM | 2 | 00005
Falta de Ajuste | 0,027278 | 5 | 0,005458 | 242249 | 0317545 : :
ErroPuro | 0004504 | 2 | 0,002252 83Totd | 0276385 | 16
53 Total 0,2765%5 | 16

No caso da CMC das saponinas de jua, os termaar Im@uadratico da concentracao
salina e do pH, além do termo linear da temperaseranostraram relevantes e incluidos no
modelo final. Pela Figura 20, foi observado quepttmeutro, temperatura proxima da ambiente

(25-30°C) e concentracao salinas entre 2 e 4%h@a/maior reducao nos valores de CMC.

Este comportamento diretamente proporcional entr€MC e a temperatura indica
caracteristicas ibnicas das saponinas do jua, @quesponde aos dados de literatura que cita a
presenca de grupos sulfatos. No caso do pH, acéarido CMC esta correlacionada ao pKa dos
grupos acidos presentes na saponina, podendorgptasao eletrostatica entre os grupos iénicos,
e assim, aumentando a CMC. J& na presenca de é&@lrepulsdo eletrostatica é diminuida, e os
surfactantes ibnicos tem sua CMC reduzida (Mitlaugan, 1997).
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Figura 20 - Curvas de contorno fixadas no ponto méd: efeitos de pH, temperatura e concentracao sakn
sobre o CMC das saponinas de jua
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Tabela 16 - ANOVAs com modelo completo e ajustadmara variacdo do CMC do extrato de sisal
R-sar=,85726; Adi: 67373

Fatores 99 daf | MBS F P R-sqr:,84369; Adj:,??QGél

(HTEGL | 0018734 | 1 | 0018734 | 1671748 | 0,054935

T Q 0,000435 | 1 | 0,000435 | 038854 | 0,396679 Fatores S8 df MS F P
(DpHL | 0000575 | 1 | 0,000575 | 0,51302 | 0548175 (DTEC)L | 0018734 | 1 | 0018734 | 1671748 | 0,034935
Eg —fome [ oy o Tows @y 00 | 1o | e | nsers
FORE) N | E . 2 0

%54l Q 0,003352 | 1 | 0,003352 | 2,99162 | 0,225837 (33 /°SlalL 006149 | 1 | 002149 | 376125 | 0025571
1LxZL 0,023283 | 1 | 0,023233 | 2077703 | 0044912 Yoial Q 0005524 | 1 | 0005324 | 492962 | 0196564
Lx3L 0,000011 | 1 | 0,000011 | 000971 | 0930483 ILz2L 0023283 | 1 | 0023283 | 2077703 | 0,044%2
71, % 3L 0000449 | 1 | 0,000449 | 040086 | 0591386 Faltade Ajuste | 0014482 | 9 | 0001809 | 143597 | 0476643

Falta de Ajuste | 0,013030 | 5 | 0,002808 | 2,32561 | 0327514 Erro Puro 0002241 | 2 | 0001121

Erro Puro 0,002241 | 2 | 0001121 % Total 0,106988 | 16

85 Total 0,106955 | 16

Para a CMC das saponinas de sisal, o termo lireeaocentracédo salina em conjunto
com a interacdo dos termos lineares de pH e temuparaforam estatisticamente
significativos, sendo também o termo linear da ®maura como marginalmente
significativo. O termo linear do pH nao foi retimdo modelo devido a sua interagcéo ser
importante para este. Ja a retirada do termo qiiealida concentracdo salina provocou uma
diminuicdo no R? ajustado, sendo por isso mantidomodelo final. Pela Figura 21, foi
observado que, em pH entre 3 e 4 associado a tetaeproxima da ambiente, pH entre 10
e 11 em conjunto com temperaturas entre 55 e 6@Whe@ntracdo salinas entre 2 e 6%, ha

maior reducédo nos valores de CMC.

Alguns trabalhos, como o de Han e Kim (1984) e dm{ e colaboradores (2008),
estudaram a influéncia da concentracdo salina 1% & 29,2 g/L) sobre ginsenosideos,
detectando diminuicdo da CMC e da tensao supdyfadiam da precipitacdo das saponinas.
Sua justificativa foi que a presenca de ions afetadratacdo do surfactante em solucao,
diminuindo a sua solubilidade. Este fato é tambémoborado por Mitra & Dungan (1997)
ao estudar as saponinas de quilaia, mas ao estsi@deitos de temperatura e pH verificaram
que estes influenciavam, aumentando a CMC. Nenhastes trabalhos, entretanto,
demonstrou simultaneamente os efeitos destesati@e$, ndo permitindo a visualizacdo das

interacOes entre estes e qual sua real relevaasapCMC das saponinas.
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Figura 21 - Curvas de contorno fixadas no ponto méd: efeitos de pH, temperatura e concentracao sakn

sobre o CMC das saponinas de sisal
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Com os modelos ajustados, podemos definir as esGeesrelativas as CMCs das
saponinas de jua e de sisal a partir dos coefaseda curva de regressdo, em termos das
variaveis originais. Nas equacbes 1 e 2, T é a destyra, pH € o0 proprio e S é a
concentracdo salina (em %NacCl).

CMC, 4 = 1174+ 0,0059 — 0288pH + 0022pH? - 01865+ 00295 (1)
CMCygq, = - 0188+ 0015 + 0111pH — 0084S + 0009S? — 0,0027T x pH)  (2)

Comparando os dados calculados pelos modelos dpsstaom os dados
experimentais no ponto central (T = 40°C, pH =% 8al = 2,5), foram obtidos os valores de
CMC de 0,17 e 0,28 g/L para as saponinas de j@ésesdl, respectivamente, que estdo dentro

das faixas de valores determinados experimentaément

4.2.2) Atividade Antioxidante

Antioxidantes naturais geralmente estdo associaosompostos fendlicos, como
flavondides e taninos, e vitaminas, como &cido rasod, tocoferdis e carotendides. Por isso,
como h& compostos fenolicos nos extratos de jué sigal, foi realizado o teste de atividade
antioxidante tanto no extrato bruto (saponinas mpastos fendlicos) quanto no extrato

purificado (saponinas), como observado na Tabela 17

Tabela 17 — Atividade Antioxidante dos extratos d@ia e de sisal

Amostras EC50 fug/mL)
Acido ascorbico 517
Acido tanico 4,37
Galato 3-epigalocatequina (EGCG) 4,47
Diosgenina >10000
Jua Saponinas + Fendis 664
Jua Saponinas >10000
Sisal Saponinas + Fendis 1452
Sisal Saponinas >10000

Ambos os extratos apresentam valores de EC50 ralide, quer dizer, necessitam de
muita quantidade de extrato para se ligar aos aedio/res em solugéo, indicando um poder
antioxidante baixo. As saponinas do sisal e da¢paesentaram 25% da atividade antioxidante
dos extratos brutos correspondentes. Comparantlvidade antioxidante da diosgenina com as
das saponinas de jua e de sisal na concentraci008® ng/mL, estas perderam cerca de 35 e
43% da atividade. Isso deve ter ocorrido provavetmeelas saponinas terem a hidroxila do C-3

glicosilada, o que ndo acontece na diosgenina gueacaglicona.
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Poucas pesquisas relataram atividade antioxidaatesaponinas utilizando métodos
variados de andlise, o que dificulta a compara€amo exemplo, h& os trabalhos de Huenhgl
(1998) que investigaram a atividade antioxidantesdgoninas do ginserggnax ginsenyg Sur e
colaboradores (2001), que reportaram a atividadiexaante de duas saponinas extraidas das
raizes de ch&amellia sinensjs Gulcin et al (2004), compararam varios métodos de andlise de
atividade antioxidante das saponinas de hera coB0B@riando entre 41 e 8@)/mL; Li et al
(2009), que relataram a variacdo da atividade @daote de saponinas da semente de cha com o
pH, que ao ser mais basico aumenta a atividadeoxatdnte; Chenet al (2010), que
determinaram atividade antioxidante de extratoSaj@ndus mukorossiico em saponinas, entre
5 e 34%, em uma concentracao degditL; e Xi et al (2008) obtiveram, utilizando extratos
brutos butandlicos de véarias plantas chinesas, amiirges valores de EC5Qug(mL):
Acanthopanax senticosu®8,12;Aralia taibaiensis 13,25;0phiopogon japocicys$92,68;Panax
notoginseng37,84;Polygonatum odoratun86,39 e?oria cocos 33,61.

4.2.3) Complexacédo com Colesterol

Interacbes de saponinas com esterdis sdo respangé@as varias atividades bioldgicas
das saponinas, como atividade hemolitica e anidanglém disso, as saponinas tem apresentado
um efeito hipocolesterolémico em animais e humamisindo sua absorcdo no intestino pela
formagéao de complexos destas com colesterol ebdimiges (Cheeke, 2000; Sét al, 2004). Por
isso, foi testado a formacgéo de complexos insodigeisaponinas de jua e de sisal com colesterol,
mas em nenhuma concentracdo de saponina testaddosdeivada reducdo da quantidade de
colesterol, alcangando uma relagdo em massa sapaoigsterol de 100. Mitra & Dungan (2001)
corroboraram a idéia da solubilizagdo do colestpeths saponinas invés da formagdo de um

complexo insoluvel, indicando uma relacao sapoogiasterol maior que 500.

Micich et al (1992) propos a utilizacdo de polimeros ligadostmtemente a saponinas
em leitos fixos para remocao de colesterol de n@agesolubilizadas em hexano, e precisou de
uma relagdo em massa saponina/colesterol de atéN2%fe trabalho eles utilizaram digitonina,
um glicosideo cardiotbnico, e tomatina, um alcadasteroidal, ambos toxicos, mas que eram
considerados tipos de saponinas na época. Suredfald1993) testaram a remocao de colesterol
de manteiga com saponinas de quilaia em uma coacéot de 400 g/L, tendo por isso um
relacdo saponina/colesterol de 166. Nas condi¢céesianais, utilizando uma solugdo de
saponinas em pH 4,5, adicionados de 25% p/v deteCBAS5 a 280 rpm, 55°C, 30 mim
conseguiram a remocéao de 75% do colesterol. Nep&rimento, a sinergia de Celite e saponina
de quilaia foi que proporcionou os melhores redoka pois, ainda com o pH 4,5, apenas com o

Celite, a remocéao de colesterol ndo ocorre, e sbasolucdo de saponinas, a remocéao € de 16%.
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4.2.4) Concentracao Inibitéria Minima (CIM)

O método de difusdo por agar € normalmente utiizaara avaliacbes qualitativas de
atividade antimicrobiana, apesar de alguns trakalhdicarem o uso de modelos néo-lineares
para determinacdo de CIM associando didmetro da derinibigdo e coeficiente de difusdo do
antibiético no 4gar (Bonewet al, 2008). Mesmo assim, 0 método de diluicdo sucassbom

adicdo de um corante que indique viabilidade celélao mais utilizado para uma analise
gquantitativa (Andrews, 2001).

Poucas saponinas apresentam atividade antimicegbisn exemplo disso € que, das 38
plantas estudadas nesta tese, apenas 7 apreseatgwema atividade antimicrobiana, e mesmo
assim em concentragdes elevadas (50 mg/mL, ver dinéigura 73). Na determinacédo da
concentracdo minima inibitéria dos extratos buianéle das saponinas de jua e de sisal, foram
utilizados microorganismos recomendados por asgdesainternacionais que regulamentam
formulagfes cosméticas (Geis, 2006), incluindo ape$almonellgpor ser uma bactéria comum
em contaminagdes de alimentos (Tabela 18).

Tabela 18 — Concentracao inibitéria minima das sapuonas de jua e de sisal

Anfotericina B Jua Sisal

Espécies (ng/mL) (ng/mL) | (ug/mL)
Pseudomonas aeruginosd CC 9027 - >12500 > 12500
Escherichia collIATCC 8739 - > 12500 > 12500
Staphylococcus aureusTCC 6538 - >12500 > 12500
Bacillus subtilisATCC 6633 - > 12500 > 12500
Salmonella choleraesuSTCC 10708 - > 12500 > 12500
Candida albicanATCC 10231 0,19 156 > 12500
Aspergillus nigelATCC 16404 0,38 312,5| >125Q0

Na literatura, Alviano e colaboradores (2008) eefain atividade antibacteriana de um
extrato aquoso de jua com CIM variando de 1,0 8 t&/mL, e Cruz e colaboradores (2007)
identificaram atividade antifingica de extrato $mide jua com CIM variando de 6,25 a 400
ug/mL. Por ser um extrato aquoso, outros constigsithmbém devem ter sidos extraidos, como

0s compostos fendlicos, alcaldides e triterpenos,tgmbém apresentam atividade antimicrobiana
(Cushnie & Lamb, 2005).

Em relacdo ao sisal a falta de atividade antibactatambém foi relatada por Santbsl
(2009) que testaram varios micro-organismos c@taphylococcus aureugscherichia coli
Pseudomonas aerugingsicrococcus luteus Salmonella choleraesyisBacillus cereuse
Candida albicansutilizando 1 mg/mL, e apenas contra levedura tegeltado, alcangcando um
CIM de 390ug/mL, utilizando o residuo liquido do sisal e untrao hidroalcoolico (3/7),

indicando provavelmente que a aglicona tenha sigjpansével pela agéo antifiingica.
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4.2.5) Composicao de Saponinas

Varios métodos cromatograficos, como cromatografia camada fina bidimensional
(TLC-2D) e cromatografia liquida de alta eficiéndHPLC), podem ser utilizados para
determinacdo da composicdo de saponinas de uma wegetal, porém € sempre necessaria a
utilizacdo de padrdes e o uso de métodos de detédedientes do UV-Vis (ultravioleta-visivel),
ja que a auséncia de cromoéforos em saponinasysit@esua deteccao entre 200 e 210 nm, o que
limita os solventes disponiveis para fase movet¢@dk, 2002; Oleszek & Bialy, 2006). Assim, o
uso de técnicas hifenadas, associando HPLC corstespetria de massas, ou até espectrémetros
de massas em sequéncia (MS/MS), comecou a sefregiiente para analise de saponinas (Van
Settenet al, 1998; De Combariest al, 2002; Liuet al, 2004; Kiteet al, 2007; Montoyeet al,
2009; Sagratinet al, 2009; Fouberet al, 2010; Montorcet al, 2010; Wuet al, 2010).

A espectrometria de massas € baseada na ionizacdm ¢omposto, que em seguida é
separado com base da raz8o massa/carga (m/z)imerande ions que correspondem a cada
unidade de m/z é registrado na forma de um espé¢ar@spectrometria de massas em sequéncia
MS/MS, um ion é selecionado na fragmentacao inieiae fragmenta novamente, gerando ions
filhos, obtendo informacdes estruturais da molécp@rmitindo assim o uso de amostras
complexas sem uso prévio de técnicas cromatogsafidversteinet al, 2006). Na literatura
foram identificadas algumas estruturas de sapounieassal e de jud (Tabela 19, Figuras 22 e 23),

que foram tomadas como base na busca da compadc@aponinas por espectrometria de

massas.
Tabela 19 — Dados de m/z de saponinas de jua e tabk
Plantas Saponinas m/z Referéncias
Juéa (1) Jujubogenina 3-@-L-arabinofuranosil-($2)-[B-D- 937 Higuchiet al, 1984;
glucopiranosil (£ 3)]-a-arabinopiranosideo [M(C 46H74017)+ K]+, ou Schiihlyet al, 2000
921,4
[M(C4eH74017)+ NaJ'
Jua (2) Jujubogenina 3-@-L-arabinofuranosil-($2)-[B-D- 1055 Higuchiet al, 1984
glucopiranosil-4-O-sulfato 3)]-a- +
arabinopiranosideo [M(C46H75017 SOK)+ K]
Jué (3) Jujubogenina 3-@-L-arabinofuranosil-($2)-[B-D- 1173 Higuchiet al, 1984
glucopiranosil-4-O-sulfato (2 3)]-o- +
arabinopiranosideo-3-Osulfato [M(C6H7:017 2SQK)+ K]
Juéa (4) Joazeirosideo A 689,0 Schihlyet al, 2000
[M(C37Hg010)+ NaJ'
Jué (5) Joazeirosideo B 11154 Schihlyet al, 2000
[M(CsaHgeOz2)+ NaJ'
Jué (6) Lotosideo A 1101,3 Schihlyet al, 2000
[M(CszHgcO,2)+ NaJ'
Sisal (1) Dongnosideo E 1033 [M -'H] Ding et al, 1989
Sisal (2) Dongnosideo D 1165 [M -H] Ding et al, 1989
Sisal (3) Dongnosideo C 1179 [M -'H] Ding et al, 1989
Sisal (4) Dongnosideo B 1209 [M -H] Ding et al, 1993
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Sisal (5) Dongnosideo A 1341 [M - H] Ding et al, 1993
Sisal (6) (259-26-(B-D-glucopiranosil)-22&-hidroxifurost-12- 1409,5 Zouet al, 2006
ona-3-il- O-a-L-ramnopiranosil-(+4)-3-D- M + Na]+
glucopiranosil-(3>3)-O-[O-b-D-glucopiranosil-
(1—2)]-O-B-D-glucopiranosil-(3>4)-p-D-
galactopiranosideo
Sisal (7) (259-26-(B-D-glucopiranosil)-22&-hidroxifurost-5-en- 1407,4 Zouet al, 2006
12-ona-3-il- O-a-L-ramnopiranosil-(+4)-3-D- M + Na]+
glucopiranosil-(3>3)-O-[O-b-D-glucopiranosil-
(1—2)]-O-B-D-glucopiranosil-(3>4)-p-D-
galactopiranosideo
Sisal (8) Hecogenina 3-Q@-L-ramnopiranosil-(33)-p-D- 1349,6 Chenet al, 2010
xilopiranosil-(3—2)-[3-D-xilopiranosil-(1—3)-3-D- M + Na]*
glucopiranosil-(33)]-p-D-glucopiranosil-(++4)-3-D-
galactopiranosideo
Sisal (9) Hecogenina 3-@-D-glucopiranosil-(1>2)-[p-D- 1048,1 Cheret al, 2010
xilopiranosil-(3-3)]-B-D-glucopiranosil-(+>4)-3-D-
galactopiranosideo
Sisal (10) Neotigogenina 3-@L-ramnopiranosil-(+4)-3-D- 1365,6 Chenet al, 2010
glucopiranosil-(32)-[p-D-xilopiranosil-(1—3)-3-D- M + Na]+
glucopiranosil-(3>3)]-B-Dglucopiranosil-(3>4)--D-
galactopiranosideo
Sisal (11) Cantalasaponina 1 773,9 Cheal, 2010
Sisal (12) Poliantosideo E 1542,6 Cledral, 2010

. - Jujubogenm

Figura 22 — Saponinas do jua (Tabela 19)
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A partir do ion molecular (M), foram simuladas tedas possiveis degradacbes das
saponinas, removendo o0s aclUcares um por um, atérsalaglicona, que neste trabalho, foi

tomada como exemplo e padréo a diosgenina (Fighra 2
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Figura 24 — Espectro de massas da diosgenina

Para melhor compreensédo, foram gerados espectrosageas tanto no modo positivo
como no negativoDurante a ionizacao porefectrospray, trés tipos de ions podem ser
gerados: ions moleculares (M+¢) ou (M-¢), a padie reacdes redox;, moléculas
protonadas/desprotonadas (ions quasi-moleculavesH][ ou [M-H]), a partir de reagdes
acido/base; e moléculas cationizadas ou anionizgt¥sNa]®, [M+K]", ou [M+CI]), por
coordenacdo com os ions (Cradtial, 2006). Assim, dados de m/z que apresentarem uma

variacéo de 1, 23, 32 e 39 pode resultar da prasimél, Na, CEDH e K, respectivamente.

Os espectros de massa no modo negativo das sapdoifaa sado vistos na Figura 25.
No ESI (-), a faixa de m/z 470 até 510 indicarididrolise da saponinas, formando as
agliconas, e m/z 560 até 940 seria a hidrdliseigladlas saponinas. Assim, foi verificado o
pico m/z 455,35 pode representar a ebelin lactoma, derivado da hidrolise acida da
jujubogenina, e o pico m/z 471,35 foi identificadomo a jujubogenina. Os demais picos
estdo todos na regido acima de m/z 900 apontarrdoppEns de saponinas, onde entre m/z
900 e 1100 podem estar as saponinas descritasengtura, como o pico m/z 977,44, a
saponina 2 do jua, m/z 1077,42, a saponina 6 doejud/z 1093,54, saponina 5 do jua; e

acima de m/z 1100 s&o saponinas ainda desconhecidas

Alguns picos foram selecionados para investigagioestrutura por MS/MS (ver

Anexo, Figura 74): m/z 991, possivelmente preselgcama pentose e de um grupo sulfato;
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m/z 1009, pelo menos uma pentose; m/z 1139, umasbexma ramnose e um grupo sulfato;
m/z 1167, uma ramnose e um grupo sulfato; m/z 1488 ramnose, pentose e um grupo

sulfato.
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Figura 25 — Espectro de massa das saponinas do jua

Ja no espectro de massa no modo negativo das sapa sisal (Figura 26), como ha
uma variedade de massas molares, as faixas deminas relativas, limitando apenas uma
faixa inicial de m/z 400 até 440 indicando a gevagas agliconas. Assim, foi verificado o
pico m/z 771,42 como a saponina 11 do sisal (@sdpbnina 1); pico m/z 1047,50, pode ser
associada a saponina 9 do sisal; pico m/z 1179¢s# o dongnosideo C; pico m/z 1193,56,
pode ser identificado como o dongnosideo A, serosa&jl pico m/z 1209,56, seria o

dongnosideo B; e pico m/z 1325,60 relativo a sajo8ide sisal.

Alguns picos também foram selecionados para irgesdio da estrutura por MS/MS
(ver Anexo, Figura 75), como m/z 771, 1047, 11931325, mas estes ja foram

correlacionados com os dados da literatura.
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4.3) EXTRACAO DE SAPONINAS

4.3.1) Extracdo com solventes organicos verdes
Como nesta etapa, a matéria-prima relacionadasabfsi substituida (do sisal inteiro

cominuido para o residuo mucilaginoso de sisal),dterminado o teor de agua e de
saponinas neste residuo e também no residuo ligeidesal, resultando em valores de 89,42

e 91,50% de agua, e 0,92 e 2,44% de saponinasctesmente.

4.3.1.1) Avaliacdo da Composicao do Solvente
Para extracdo das saponinas do jua e do sisah fotdizados agua e etanol 95%

como solventes verdes, variando a proporcéo estes ele 0 a 100% v/v etanol, como é

mostrado pela Figura 27 e 28, e avaliando o teeagdeninas e fendis totais obtidos.

A maioria dos trabalhos utiliza uma faixa de 400868de etanol para extracdo de
saponinas, valores proximos ao encontrado nestalli@ que variam de 25 a 85% de etanol,
no caso do jud. Ja para o residuo mucilaginosasde muito das saponinas permaneceram
no residuo liquido de sisal, gerando um perfilréifée com maior extracdo de saponinaas em
30% de etanol e na faixa de 80 a 100% de etanpitoporcdo escolhida nos dois casos foi de
30% de etanol, ja que possui maior quantidade da,agque favorece uma menor extracao

de fendis e gera um menor custo com o solvente.
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4.3.1.2) Otimizacéo da Extracédo por Planejamento Qoposto Central
Com a composi¢do do solvente ja escolhida, fob feih planejamento experimental

composto central para otimizar o rendimento naa€&ty de saponinas do jua, avaliando

parametros como temperatura (°C), velocidade dagigi (rpm) e relacdo juéd/solvente, com

resultados visualizados na Tabela 20. Outras &asatismo fenois e agucares redutores totais

foram realizadas para percepcédo se os parametadmdns influenciam em uma maior

extracdo de compostos fendlicos e se ha degradasdsaponinas.

Neste caso também foi necessaria a utilizacdo rdanfentas estatisticas fornecidas

pelo programa STATISTICA6.0, gerando uma tabela ANOVA que foi ajustada @m

retirada de termos néo estatisticamente signiieat{Tabelas 20 e 21), que neste caso s&o 0s

termos com p-valor acima de 0,05.
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Tabela 20 — Comparacao dos rendimentos (saponindsnois e aglcar redutores totais) da extragdo de
saponinas de jua e de sisal utilizando planejamentmmposto central

Ensaios T | Agitagcdo | M.P./ Rendimento Jua (%) Rendimento Sisal (%)
(°C) (rpm) Solventelll Saponinas | Fendis| Aclcar| Saponinas Fenobis Acucgr
1 38 140 0,20 2,52 0,66 1,36 0,27 0,020 0,41
2 38 140 0,30 3,68 0,52 1,05 0,32 0,024 0,57
3 38 260 0,20 2,55 0,76 1,35 0,45 0,023 0,4p
4 38 260 0,30 3,33 0,56 1,06 0,74 0,023 0,47
5 62 140 0,20 1,22 0,65 0,90 0,91 0,03( 0,483
6 62 140 0,30 1,78 0,57 0,74 1,04 0,03( 0,53
7 62 260 0,20 1,30 0,77 1,18 0,83 0,034 0,4p
8 62 260 0,30 1,68 0,17 0,74 0,91 0,024 0,20
9 30 200 0,25 2,74 0,20 1,28 0,93 0,025 0,4p
10 70 200 0,25 0,92 0,21 0,87 0,92 0,037 0,68
11 50 100 0,25 1,62 0,58 1,28 0,89 0,034 0,51
12 50 300 0,25 4,48 0,64 1,09 1,03 0,034 0,6[L
13 50 200 0,166 1,17 0,61 1,34 1,20 0,031 0,66
14 50 200 0,334 1,92 0,91 1,51 0,64 0,021 0,97
15(C) | 50 200 0,25 3,06 0,59 1,00 0,79 0,025 0,58
16 (C) | 50 200 0,25 3,00 0,58 1,18 0,75 0,024 0,61
17(C) | 50 200 0,25 2,94 0,60 1,30 0,85 0,03( 0,7p
A) Jua

Na Tabela 21 da ANOVA é verificado que o termodine quadratico da temperatura
e da relacéo jua e solvente, além do termo linearetbcidade de agitacédo e da interacdo dos
termos lineares de temperatura e relacdo jua ergel\sdo os mais relevantes para a extracao
de saponinas do jud, apesar do valor do R2 ajustash@nstrar um baixo ajuste dos dados ao
modelo. Pela Figura 29, foi observado que em teatpes entre 25 e 50°C, velocidades de
agitacao entre 200 e 300 rpm e relacéo jua/sohdmte2 a 0,35 ha uma maior rendimento na
extracdo das saponinas do jua. Os valores 6timosngados foram: temperatura, 38,8°C;

relacdo jua/solvente, 0,272 e agitagcdo, 300 rpm.

Tabela 21 - ANOVA com modelo ajustado para extracade saponinas do jua

R-sqr=,80832, Adj 69331

Fatores SS df MS F p
(1) Temperatura L| 6,16177 1 6,161774 1627,662 0,000614
Temperatura Q 1,87833 1 1,878333 496,171 0,002009
(2) Agitagdo L 1,44372 1 1,44372(Q 381,36¢ 0,002612
(3) Jud/Solvente L| 1,25762 1 1,257624 332,208 0,002997
Jua/Solvente Q | 2,97001 1 2,970011 784,543 0,001272
1L x 3L 0,12707 1 0,127068 33,566 0,028524
Falta de Ajuste 3,06956 8 0,383695 101,35% 0,0098p6
Erro Puro 0,00757 2 0,00378
SS Total 16,05362 16
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Figura 29 — Superficies de resposta fixadas no panbtimo: efeitos de temperatura, relacao jua/solvea e
velocidade de agitacdo sobre a extracdo das sapaasrde jud

Gugclu-Ustindag & Mazza (2007) comentam que temperatacima de 70°C podem
causar a diminuicdo no rendimento de extracéo jpleng@as pela degradacédo destas, e que as
relacdes de matérias-primas e solvente podemratamiente proporcionais ao rendimento de
extracdo, variando de 0,067 a 0,167. A maior vabuie de agitacdo provavelmente causa

maior aeracao no extrato, gerando mais espumayarelo a extracdo das saponinas.
B) Residuo Mucilaginoso de Sisal

Nesta Tabela 22, com os resultados obtidos pats@@dNOVA do sisal é verificado
gue o modelo ndo tem ajuste com os valores expetaise dado o valor do R? ajustado ser de
0,197. Com isso, foi decidido que as condi¢cdes agireeriam as do ensaio com maior
rendimento em saponinas, ja que a variagdo nosstatm compostos fenolicos e aglUcares

redutores foram irrelevantes. Assim, as condi¢cdés: semperatura, 50°C;

relacéo
sisal/solvente, 0,166 e agitacdo, 200 rpm.
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Tabela 22 - ANOVA com modelo ajustado para extragdde saponinas do sisal

R-5qr=,39758; Adj:, 19677

Fatores SS df MS F p

(1) Temperatura L | 0,278598| 1 | 0,278594 397,995 0,0025p
(2) Agitagio L 0,028663| 1| 0,028663 40,9473  0,0235p
(3) Sisal/Solvente L| 0,011241 1  0,011241  16,05[/9 057002

1L x 2L 0,082013 1 0,082014 117,1607 0,0084p8
Falta de Ajuste 0,605463| 10| 0,060544 86,4947 0,011482

Erro Puro 0,001400 2 0,000700

SS Total 1,007376 16

4.3.1.3) Cinética da Extracdo
Com parametros de composicao de solvente, tempgratelocidade de agitacdo e

relacdo matéria-prima/solvente definidos, foi f@tavaliacdo da cinética de extracdo, como
pode ser visto nas Figuras 30 e 31. No caso da@m,2 horas de extracdo, a concentragdo
de saponinas no extrato chega ao seu maximo, nolnRgenconstante por mais 3 horas,
tendendo a leve diminuicdo. Isso deve ocorrer nuib@avelmente por geracdo de agliconas
ja que a concentracdo de agUcares aumenta com pm.ténconcentracdo de compostos
fendlicos permanece praticamente inalterada duesn® h de extracéo.
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Figura 30 — Avaliagdo da cinética de extracdo de paninas do jua
J& com o sisal, foram necessarias 4 horas de &atfgra que a concentracdo de
saponinas no extrato chegasse ao seu valor maxemhém apresentando uma leve
diminuicao ao final das 24 h. Isso deve ocorrertonpiiovavelmente por geracao de agliconas

ja que a concentracdo de agUcares aumenta com pm.ténconcentracdo de compostos
fendlicos permanece praticamente inalterada duesn® h de extracéo.
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Figura 31 — Avaliagdo da cinética de extracdo de paninas do sisal

Na Tabela 23, foi feita a comparacao da extrachtabisimples no tempo escolhido
para cada matéria-prima com extracdo por Soxhhd teom agua quanto com etanol 95%,
sendo que a recuperacdo das saponinas, compositiicds e aclUcares redutores para
extracao por Soxhlet utilizando agua foram considies como 100% para padronizacao.

Tabela 23 — Comparagdo dos métodos de extracdo ddadisimples e Soxhlet das saponinas de jua e deasis

Extragéo Saponinas  Fendis  Agucares
Jua Soxhlet Agua 100,0 100,0 100,
Soxhlet Etanol 95,9 58,9 36,3
Orbital Simples 45,6 42,9 91,4
Sisal Soxhlet Agua 100,0 100,0 100,0
Soxhlet Etanol 94,5 55,6 91,4
Orbital Simples 38,6 27,2 24,5

Tian e colaboradores (2008a) relataram a extragdacitlo glicirrizico e glabridina
(saponina e flavonoide) verificando que uma solU@% de etanol seria 0 melhor solvente
utilizando o método de extragdo orbital simples0eC5por 1 h com recuperacdo de 89,7%

para a saponina.

Como a recuperagao de saponinas se demonstrou d@mxapenas uma extragao,
foram realizadas 2 re-extragbes com o objetivo deximmza-la, sendo os resultados
apresentados na Figura 32, com cerca de 3 extraguimesssivas se alcanca 100% de

recuperacao das saponinas de jua, e para o Lsaéséssarias 4 extracdes sucessivas.
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Figura 32 — Avaliacdo do numero de reextracdes daoninas do jua e do sisal

4.3.2) Extracdo com liquidos iGnicos e analogos

4.3.2.1) Selecéo dos liquidos ibnicos e analogos
Uma das vantagens em se trabalhar com liquidosoér@ a possibilidade de modificacao

das suas propriedades fisico-quimicas, apenas cwata dos anions (Olivier-Bourbigat al,
2010). Assim, foram testados vérios liquidos ibsitdocompativeis baseados no ion colinio,
tendo como co-solvente 4gua e a solucdo etanol §0%,6 o solvente utilizado na extracéao
orbital simples. Este procedimento teve algunslitesadiferentes da extracao orbital simples,
como a quantidade de solvente utilizada (1 mL aésrde 15 mL), devido ao custo elevado dos
LI, mas com a relacdo matéria-prima/solvente margith 1/5; e agitacao, que diminuiu para 120
rpm, mas para ndo ter problemas de transferénciamdssa, o0s ensaios foram todos
homogeneizados em vortex (2500 rpm) por 30 s;@mpbd de extracdo, que foi aumentado para
24 h, tentando garantir a saturagdo da difusdosdpsninas para o meio. Foram avaliados 4
variaveis de resposta: o teor de recuperacdo dmisas (%); teor de recuperacdo de acucares
redutores totais (%), verificando uma possivel deégcdo das saponinas; a razao entre saponinas
e compostos fendlicos, investigando a seletividhasolvente; e o custo, relacionando o solvente
com quanto de saponinas foi extraida (ver Anexgurgi 76). No caso do custo, como grande
parte destes LI e analogos ndo sdo comercializéaldsjto uma estimativa usando os pregos das

materias-primas e o percentual em que cada unsarssponsavel na constituicdo do LI .

Os LI e analogos com a presenca de grupos arorsaficbSal, ChBz, ChPhAc e
ChCI/HPhAC) apresentaram uma recuperacao de sasoriperior ao dos solventes organicos
(Tabela 24), com excecdo do eutético em presencagda, mas com seletividade baixa,
provavelmente devido a presenca de grupos aroredtaoobém nos compostos fendlicos. Dentre
os LI e analogos com anions derivados de éacido&nargs lineares (ChAc, ChProp, ChBut,
ChHex, ChCI/HAc e ChCIl/HProp), o uso de etanol 3@%mo co-solvente aumentou a
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seletividade para saponinas, sendo superior coeutgticos, com excecdo do acido acético em

relacdo ao ju4d em que a seletividade do ChAc fpesar. Na recuperacdo das saponinas, 0

aumento da cadeia hidrofébica influencia ligeirateeste modo positivo nas saponinas do jua,

mas com o sisal os eutéticos e ChProp foram osnejatissentativos.

Tabela 24 - Comparacédo do poder extrativo de liquios ibnicos e analogos em relacdo a saponinas

Llou Co- Jua Sisal
Eutéticos | Solvente | % % Sap/ Custo % % Sap/ Custo
Sap | Acucar | Fen | (R$/ton Sap)| Sap | Aglicar | Fen | (R$/ton Sap)
Agua 50.89 82.84 4.17 0,04 40.Yy7 25.87 1.16 0,06
. EtOH 30%| 45.60 91.40 4.13 6,41 38.60 24.50 2]12 38,8
ChCl Agua 56.71 88.55| 9.69 2050,63 28.82 24.65 3.61 4707,11
ChCl EtOH 30%| 54.46 81.13| 8.80 2138,10 29.37 21.67| 5.86 4624,95
ChAc Agua 57.03 82.11| 9.90 14220,26 39.43 30.58 2.48 23993,04
ChAc EtOH 30%| 52.80 81.94| 10.31 15360,24 3455 22.11 2.34 27378,4¢
ChSal Agua 73.23 | 99.80 4.86 11838,19 | 61.38| 50.57 | 2.28 16475,71
ChSal EtOH 30% 65.80 | 85.53 3.74 13177,47 50.02 40.10 | 2.35 20220,11
ChCit Agua 57.43 79.66 4.10 13152,87 65.90| 28.32 2.18 13370,31
ChCit EtOH 30%| 58.42 78.68 4.7( 12931,6 51111 (@8}3 1.56 17242,23
ChSuc Agua 56.46 90.58 451 15943,811 65.11| 30.94 2.00 16125,48
ChSuc EtOH 30% 50.69 81.78 3.89 17759,2|1268.38 21.67 2.66 15357,21
ChLac Agua 57.59 97.35 5.44 16935,48 54,14 34|05 27 2. 21009,86
ChLac EtOH 30% 61.75| 93.19 5.27 15796,93 49.35 28.2p 2.16 23056,05
ChHex Agua 65.46 | 111.13 4.66 13721,06 5442 31.55 1.72 19249,22
ChHex EtOH 30%| 67.19 | 103.95 5.79 13368,83 52.29 22.7]7 2.93 20037,44
ChBz Agua 64.62 | 120.01 | 4.88 14118,85 54.0y 30.2¢ 2.1p 19680,4p
ChBz EtOH 30%| 65.74 | 111.94 4.20 13882,04 4412 24.64 2.09 23801,90
ChBut Agua 58.09| 126.62 | 4.46 16763,73 45.00 27.18§ 1.8P 25257,93
ChBut EtOH 30%| 63.59 | 106.40 4.94 15314,90 58.13 26.083 2.51 19340,05
ChMal Agua 57.47| 103.63 4.77 17065,59 39124 28/16.451 29151,55
ChMal EtOH 30%| 61.07 | 91.16 3.54 16062,77 50.84 23.49 1.84 22504,96
ChOx Agua 54.23] 103.27 5.81 18542,2% 62.77| 24.79 | 3.06 18686,04
ChOx EtOH 30%| 48.86 96.29 3.70 20581,1860.93| 21.38 2.36 19252,77
ChProp Agua 40.09 96.13 3.14 25465,8D 50.84 24{81.59 2 23422,43
ChProp EtOH 30% 49.76 110.0y 4.36 20519,3772.99| 22.67 | 3.46 16316,45
ChPhAc Agua 65.14 | 117.32 4.01 12450,32 || 68.61| 24.84 2.09 13787,89
ChPhAc EtOH 30% 54.49 103.8Y 4.18 14884,0870.35| 21.72 2.61 13447,17
ChCl/Glicerol Agua 52.18] 119.03 3.82 1800,46 62.51 28.60 2.56 1753,06
ChCl/Glicerol | EtOH 30%| 52.34 109.50 271 1797,76 58.94| 19.58 2.38 1862,09
ChCI/EtGlicol Agua 60.09 | 124.01 | 6.45 1543,56 || 53.33| 23.83 2.70 2028,57
ChCI/EtGlicol | EtOH 30%| 53.12 108.84 5.09 1748,98 61.77 20.65 | 3.50 1754,23
ChCl/Uréia Agua 62.46 | 121.48 | 6.44 1608,08 74.8Y 26.02 2.92 1564,76
ChCl/Uréia EtOH 30% 61.21 | 109.25 | 6.19 1643,34 64.46 22.56 2.70 1820,02
ChCI/HAc Agua 55.56] 102.08 456 1333,96 67.7Q0 18.62 2.30 1276,87
ChCI/HAc EtOH 30%| 67.66 | 93.44 6.82 1097,52 62.14 16.09 2.66 1393,90
ChCl/HMal Agua 49.22 44.69 2.37 3376,74 40,82 9.781.21 4749,05
ChCIl/HMal EtOH 30%| 48.01 47.63 3.22 3464,56 37,780.17 1.24 5135,20
ChCI/HOx Agua 53.83| 144.47 | 4.34 2715,51 53.61 30.11 1.8p 3180,03
ChCI/HOx EtOH 30%| 42.55 42.41 3.63 3438,97 39.05 .505| 1.51 4370,43
ChCI/HPhACc Agua 36.43 86.67 2.11 445224 30.288.42 | 1.84 6254,74
ChCI/HPhAc | EtOH 30% 52.06 61.89 4.79 3115,43 70.12| 26.43 2.69 2698,03
ChCl/HLac Agua 54.51 63.52 3.39 2206,75 55|98 24/701.78 2506,47
ChCl/HLac EtOH 30% 52.02 58.47 4.93 2314,9( 47.793.52 1.95 2939,10
ChCl/HProp Agua 51.63 53.66 4.70 1504,08 49.35| 24.57 2.43 1835,41
ChCIl/HProp | EtOH 30% 48.57 44.28 5.82 1601,84 67.49 21.20 | 3.13 1344,86
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Os Ll e anéalogos derivados de &cidos organicosoxiddos e dicarboxilados
apresentaram resultados de recuperagcdo de sapenselstividade similares ao dos solventes
organicos, com excecdo do ChOx, provavelmente pelar viscosidade destes solventes. Em
relacdo aos solventes eutéticos classicos (ChG#U@hCl/Glicerol e ChCI/Etileno Glicol),
varios apresentaram resultados com recuperacdapdaiaas acima de 60%, e seletividade alta,

com destaque para ChCl/Uréia.

No caso do jua, o solvente com maior poder extrdtiv salicilato de colina (ChSal) em
agua com uma recuperacdo de 73,23% de saponinasalguamas saponinas podem ter sido
degradadas (99,80% de acUcares redutores), sgdetévsimilar a da agua, e um custo elevado. O
mais seletivo foi o acetato de colina (ChAc), odteruma relacdo saponinal/fendis 2,5 vezes
superior ao dos solventes organicos, sem nenhugradégdo aparente das saponinas, mas com
uma recuperacao de saponinas apenas 15% superon, @m custo maior que o ChSal. Assim, o
solvente escolhido foi o eutético ChCI/HAc 1/2 e®d¥d etanol, pois apresentou respostas
intermediarias com 48% a mais de recuperacao dmses, seletividade superior (1,65 vezes),

praticamente sem degradacdo das saponinas, e castoomais baixo dentre todos os solventes.

No caso do sisal, o solvente com maior poder extrdbi o eutético ChCl/Uréia 1/2
em agua com uma recuperacao de 74,87% de sapopratisamente sem degradacdo das
mesmas, seletividade 2,5 vezes superior a da &gum custo menor que dos LIs. O mais
seletivo foi o cloreto de colina (ChCl), obtendoaunelacdo saponina/fendis de 5,86, sem
nenhuma degradacgédo aparente das saponinas, masrt@mecuperacao de saponinas cerca
de 30% inferior a dos solventes organicos, e contwusto maior que o ChCl/Uréia. Assim, o
solvente escolhido foi o eutético ChCI/HProp 1/2 @86 etanol, pois apresentou respostas
intermediarias com 75% a mais de recuperacao amses, seletividade superior 1,48 vezes,

sem degradacdo das saponinas, e com o custo baixo.

4.3.2.2) Planejamento de misturas
Como foi visto na Tabela 24, o uso de etanol podkienciar na extracdo das

saponinas, tanto que os solventes eutéticos edoslloibtiveram melhores resultados na sua
presenca. Por isso, foi avaliado através do plaresjgo de misturas qual seria a melhor
proporcao entre agua, etanol e solvente eutétic ygaa maior recuperacédo de saponinas e
seletividade, com baixo custo. Similarmente a e&wacom solventes organicos verdes, foi
necessaria o uso das ferramentas estatisticasogpapra STATISTICA6.0, removendo
termos nao estatisticamente significativos (p-vatdma de 0,05) para melhor ajuste do R2.
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Para o jua, foi utilizado um modelo cubico completom termos de interacao tripla
(ABC) e interacao relativa entre etanol e eutéteraovidos (BC(B-C)), obtendo R2 iguais a
0,8909 e 0,9851 para as variaveis de recuperacdosapmninas e seletividade,
respectivamente. Na Figura 33, pode ser observidweéa dos diagramas de Pareto quais
parametros e interaces tem efeitos sinérgicossiiys nas variaveis de resposta, onde o
solvente eutético, agua e etanol tem efeito pasitia recuperacdo de saponinas e na
seletividade. Na Figura 34, observa-se a variagaoothposicado da mistura de solventes para
maximizar as variaveis de resposta. O valor étilmocadmposicdo da mistura, incluindo a

minimizag&o do custo, foi 81% do eutético ChCI/HA2Z e 19% é&gua.

/ 1 ‘SWESBjZ

p=05
Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 33 — Diagramas de Pareto do planejamento deistura para extracéo de saponinas de jua. (A)
Recuperacao de Saponinas (%), (B) Seletividade (ReBo Saponinas/Compostos fendlicos)

LI LI
0.0041.00 0004100

0,00
0,50 \ 1,00

Agua Etanaol

Figura 34 — Curvas de contorno do planejamento de istura para extracao de saponinas de jua. (A)

Recuperacao de Saponinas (%), (B) Seletividade (Rebo Saponinas/Compostos fendlicos)

Agua Etanal
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Para o sisal, também foi utilizado um modelo culiompleto, mas com termos de
interacdo relativa entre etanol e eutético (BC(B-€)agua e eutético (AC(A-C)) removidos,
obtendo RZ? iguais a 0,881 e 0,9483 para as vasiadlei recuperacdo de saponinas e
seletividade, respectivamente. Na Figura 35, séesaptados nos diagramas de Pareto quais
parametros e interaces tem efeitos sinérgicossiiys nas variaveis de resposta, onde o
solvente eutético, agua e etanol tem efeito pasitia recuperacdo de saponinas e na
seletividade. Na Figura 36, a variacdo da compodigamistura de solventes € analisada de
forma a maximizar as variaveis de resposta, sendceq concentracdes altas de eutético, a
seletividade é alta, e em concentracdo entre ¥@dé etanol a recuperagdo é alta. Assim, 0
valor étimo da composi¢ao da mistura foi 58% dect ChCI/HProp 1/2 e 42% etanol.

Standardized Effect Estimate (Absolute Value) Standardized Effect Estimate (Absolute Value)

Figura 35 - Diagramas de Pareto do planejamento dmistura para extracdo de saponinas de sisal. (A)
Recuperacao de Saponinas (%), (B) Seletividade (ReBo Saponinas/Compostos fendlicos)

LI
0,004 1,00

o A 3 w0, 0,00
0,00 0,28 0,50 0,75 1,00 0,00 0,25 0,50 0,75 1,00
Agua Etanol Agua Etanal

Figura 36 - Curvas de contorno do planejamento de istura para extracdo de saponinas de sisal. (A)

Recuperacao de Saponinas (%), (B) Seletividade (Rebo Saponinas/Compostos fendlicos)
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4.3.2.3) Otimizacéo Sequencial da Extracao
Com a composicdo da mistura de solventes defirfi@ainicialmente verificado se a

difusdo de saponinas para 0 meio extrator poderiaeslizada em tempos menores que 24 h,
mantendo uma recuperacdo de saponinas e seletvaltas. Nas Figuras 37A e B, pode ser

verificado que em 1,5 h de extracéo foi obtida vetaiperacdo de saponinas de 58 e 61% do sisal
e do jud, respectivamente, com uma seletividad&,8@ e 9,30. Para as saponinas do jua, o

méaximo de recuperacao ocorre em 24 h, mas com rsefegividade (3,10), sendo mantido 1,5 h.
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Figura 37 — Cinética de extracdo de saponinas poolsentes eutéticos. (A) Recuperacdo de Saponinas)%
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Mantendo as condi¢des anteriores (40°C, 200 rpreyneum tempo de extragdo de 1,5h,
foram realizados ensaios para verificar a influgrda relacdo matéria-prima/solvente sobre a
extragdo de saponinas. Assim, foi obtida recuperdedaponinas de 100% e uma seletividade de
7,94 com uma relacdo de 1/10 para o sisal, e com matacdo de 1/20 para o jua, foram
alcancados valores de 85% e 16,73, respectivar(fégtgas 38A e B).

Mantendo as condi¢Bes (200 rpm, 1,5h), e relac&ériagrima/solvente de 1/10 para o
sisal, e 1/20 para o jua, foi estudado o compoméonga extracdo das saponinas frente a variagao
de temperatura (Figuras 39A e B). A temperatur8@€, a recuperacio obtida de saponinas do
sisal foi de 100% com uma seletividade de 10,3¢uanto a temperatura de 30°C ja é suficiente

para a extracao das saponinas do jud, obtendo 8#&cdperacao e 18,39 de seletividade.
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Figura 39 - Influéncia da temperatura na extracdo @ saponinas
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4.3.3) Comparacao dos Métodos de Extracao
Foram testadas outros métodos de extracédo, coxinagd@o micelar utilizando 5% de

Triton X-100, a extracdo com auxilio de ultrassoranga combinacdo de ambas a fim de

comparar com a extragao orbital simples (Figuragid@ 43).

4.3.3.1) Jua
Os melhores resultados foram obtidos na extracdoelani em 1 hora de

processamento, alcancando 79% na recuperacao deirsag) e da mesma com auxilio de
ultrassom apos 2 h de extracdo com 81% de sapoRias&sm, apos o apice de recuperagdo de
saponinas, ha certa reducao destas e com concteratamento do teor de agucares redutores

podendo indicar certa degradacdo das saponinas.

100
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—O— Micelar

20 —&— Ultrassom

—><— Ultrassom micelar
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0} 0,5 1 1,5 2 2,5 3

tempo (h)
Figura 40 — Comparacéo dos métodos de extracédo eelacdo a recuperacdo de saponinas do jua

Resultados similares foram obtidos por Fang e ooéalores (2000) na extracdo
micelar de ginsenosideos utilizando uma solucdosd0% de Triton X-100, temperatura
de 40°C, relacdo matéria-prima/solvente de 0,006,1phora de extracdo obtendo 99% de
recuperacdo de saponinas, comparado com recuperdedd7 e 88% ao se utilizar como

solvente agua e metanol, respectivamente.

Sem a adicdo de Triton X-100, a recuperacdo maxienaaponinas foi de 45,6 e
53,9% para a extracdo orbital simples e com auxi@oultrassom, respectivamente. Em
ambos, h4 um aumento de acUcares redutores tpdsslah de extracdo, indicando uma
possivel hidrolise dos polissacarideos da cascpdojd que a recuperacdo de saponinas

permanece praticamente constante, demonstrando ngoe estdo sendo afetadas. A
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recuperacdo dos compostos fendlicos se manteviegonainte invariavel e similar a todos os

métodos de extracdo testados. Tian e colabora(088b) relataram que ao usar metanol na

extracdo de acido glicirrizico com auxilio de udgam a extracdo foi pelo menos 4 vezes

mais rapida.

Zhao e colaboradores (2008) também compararamracért orbital simples com a

extragdo empregando transdutor de ultrassom pi&@saponinas obtendo uma recuperacéo

de 38 e 56%, respectivamente. Posteriormente @ng#fmos para maxima recuperacao das

saikosaponinas foram obtidos para o método poassiim, sendo o solvente uma solucao

aquosa de etanol a 50% (v/v) durante 30 minuto0%C,8com uma relacdo matéria-

prima/solvente de 0,04, uma poténcia de ultrasserdl#V e uma granulometria do material
entre 0,3 a 0,45 mm (35 a 48 Mesh Tyler).
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Figura 41 - Comparacgdo dos métodos de extracdo em relagdoexuperacao de (a) fendis e (b) aglcares

redutores

Como a extracdo micelar foi a que obteve maiorpe@cdo de saponinas em menor

tempo, foram testadas véarias concentragfes denTxXit@00 para maximizar a recuperacdo de

saponinas. Na Figura 42 foi observado que com eeatorda concentracdo de Triton X-100, ha
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um maior seletividade das saponinas em relacdo camspostos fendlicos e acucares,
provavelmente pela alteracdo da composi¢do de asic@nples (s6 Trtion X-100) para mistas
(Triton+saponinas), encontrando uma saturacao tnagdo a partir de 15% v/v de Triton obtendo
90,8% de recuperacao. Este resultado difere dtadelgpor Sun e colaboradores (2007a) que

alcancaram o maximo de rendimento em saponinasnmeptracao de 5% de Triton X-100.
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Figura 42 — Avaliacdo da variacdo da concentracdoedTriton X-100 sobre a recuperagdo de saponinas de

jua
4.3.3.2) Residuo Mucilaginoso de Sisal

Os melhores resultados foram obtidos na extrac@elaniem 4 horas de processamento,
alcancando 89% na recuperacdo de saponinas, esmaancem auxilio de ultrassom apés 1 h de
extracdo com 78% de saponinas. Sem a adicdo den TXt100, a recuperacdo maxima de
saponinas foi de 38,6 e 14,8% para a extracdoabrbimples e com auxilio de ultrassom,
respectivamente. Em ambos, ndo ha variacdo na eeqiim de compostos fendlicos e de
acucares redutores totais, e j4 que a recuperacdapbninas permanece praticamente constante,

demonstra que nao estdo sendo afetadas.
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Figura 43 — Comparagédo dos métodos de extracao emlacao a recuperacgdo de saponinas do sisal
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Como a extracdo micelar foi a que obteve maiorpe@cao de saponinas, foram testadas
varias concentracdes de Triton X-100 para maxinazacuperacdo de saponinas, obtendo 98,4%
utiizando 7,5% v/v de Triton (Figura 44). Nestes@a houve a necessidade de menor
concentracdo de Triton para saturacdo na extramddada um menor teor de saponinas presente
no residuo de sisal, mas mantendo o mesmo aumengeldtividade devido a formacgéo de

micelas mistas.
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4.3.3.3) Resumo
Comparando a extracdo orbital simples com re-extra@ extragdo micelar e a com

solventes eutéticos (Tabela 25), utilizando conr@rpatros a recuperagédo de saponinas (Sap %),
a seletividade (Sap/Fen) e o custo (quanto sesto gie solvente, em reais, para obtengéo de 1
ton de saponinas) foi verificado que a extracadtarbimples com reextracdo € a possibilidade
com menor custo, s6 sendo prejudicada no sisalfgelale ser residuo com muito agua. Por este
motivo, esse extrato foi utilizado em etapa de eotragcdo por coluna de espuma e por
membranas. Para a separacdo bifasica aquosa pr g@meévoa, o extrato trabalhado foi o
obtido pela extrag&do micelar pelo menor custo 130 d® jua e pela maior seletividade no caso do

sisal, além de o solvente eutético ter uma recgperdificil.

Tabela 25 — Resumo da comparagdo dos métodos deraglo das saponinas

Métodos de JUA SISAL
Extracéo Sap (%) | Sap/Fen Custo | Sap (%) | Sap/Fen Custo
(R$/ton Sap) (R$/ton Sap)
Orbital (3 Extracdes) 97,25 8,28 20,71 75,68 2,38 45,93
Micelar 90,8 11,32 200,47 98,4 93,1d 190,92
Solvente Eutético 86,9 18,39 723,91 100 10,34 169,6
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4.4) CONCENTRACAO DE SAPONINAS

4.4.1) Pré-concentracéo por Ponto de Névoa

4.4.1.1)Screeningdos Sais
Neste método de concentracdo, muitas vezes € apenassario o aquecimento da

solucéo contendo o surfactante ndo-iénico atdond pointpara que a separacado de fases
ocorra. Isso ocorre pela remocao de agua das padiedilicas da cadeia de polietilenoglicol
promovendo o aglomeramento de micelas e separa;amd fase rica em surfactante, mas
geralmente é reversivel sendo necessario o regfniame agitacdo da solucdo para voltar a
ser homogénea. Em muitos casos, a adicdo de sarsudp cloud pointe aumenta o fator de
concentracdo das substancigaiifa & Hinze, 1999) Na Tabela 26, foi observado como
varios tipos de sais influenciam diferentement®rcentracdo de saponinas pelo método de
cloud point(ver Anexo, Figura 77). Os sais com maior fatorpd&-concentracdo e maior
coeficiente de particdo de saponinas a temperamiaente (27°C) foram sulfato de sodio,
citrato de sodio e carbonato de sédio. O melhotasab para as saponinas do jua quanto para
os do sisal foi o carbonato de sodio, que mesmoseéado o sal com maior fator de pre-
concentracdo (14,2, jua; e 20,27, sisal) alcangmaiores coeficente de particdo (315,25,
jua; e 35,29, sisal). A concentragdo Otima de catwde sbédio foi mantida em 20% plv,

tanto para o jua quanto para o sisal, como podeisterna Tabela 27.

Tabela 26 — Avaliacao de sais na pré-concentracaomponto de névoa de saponinas de jua e de sisal

Sais Ppt. T(OC) Kap Keen o \/ Ksap Keen o V
Jua Jua | Jua | Jua Sisal | Sisal| Sisal| Sisal
MgCl, - 78-80 13,32 1,01 1799 0,8 19,36 362 2965 012
MgSO, - 27 55,65 3,09 13,12 0,91 25,53 3,26 19,14 0/31
NasPO, + 44-48 19,48 059] 9,08 1,98 12,64 6,22 21,94 0[19
Na,SO, + 27 112,39 1,23] 11,64 1,28 32,76 3,81 2759 027
NaCl + 43-47 37,11 1,17 17,06 1,0p 10,54 389 285015
NaCit + 27 129,93 1,35 1385 0,7}t 27,96 557 20,7823
Na,CO; - 27 31525 | 1,67 | 14,20 1,13] 35,29 1,61 | 20,27, 0,52
NaHCQ, + 42-48 8,05 0,58 11,45 0,8 6,27 3,66 29,89 0|15
NaNO; - >85 4,80 1,13| 12,44 0,74 2,23 3,72 976 019
(NH,),SO, - 27 27,28 257| 12,11 0,59 30,26 6,72 27,95 019
NH,AC - 54-64 7,97 1,93 16,67 0,9 5,70 518 29,34 600
NH,CI - 64-68 8,61 2,000 1531 08 6,31 429 2383 20/1
KCit - 27 59,01 1,22| 18,07 1,14 8,06 7,61 15(92 70,2
K,CO;, - 27 99,10 1,86| 19,49 1,01 16,50 452 2390 0[27
K,SO, + >85 8,96 1,38 18,36 0,54 3,19 400 2472 0/15
KNO, + >85 26,04 0,85 17,53 0,8 3,71 2,31 15,05 0[23
KCI + 60-64 50,59 0,92 20,40 0,74 6,09 2,86  16,94,150
KHCO; + 43-48 30,30 0,94 1420 0,6f 3,12 401 11,47 0)15
KAc - 50-52 26,94 0,92 1456 0,8 3,57 3,63 20,82,120
CaCl, - 72-77 14,83 1,64/ 1935 05 3,35 520 11,13 0[|19
NaAc + 55-57 12,01 1,11 1997 0, 7§ - - - -
NH,NO; - >85 4,03 1,23| 8,42 1,02 - - - -
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Tabela 27 — Avaliacdo da concentracdo de carbonatie sédio na pré-concentragdo por ponto de névoa de
saponinas de jua e de sisal

Na,CO; Ppt. | T(°C) Kar | Kren a \ Ksap | Kren a \

(%) Jua Jua | Jua | Jua Sisal | Sisal| Sisal | Sisal

5 - 48-50 14,37 0,54 10,60 0,4 0,61 0,23 16,44 50|1
10 - 27 79,15 1,26| 14,03 1,1 1,23 0,84 14,67 0,27
15 - 27 91,42 1,35 17,12 1,1 9,49 0,85 13,06 0,59
20 - 27 315,25 7,03] 2154 1.1 35,24 2,34 20,27 0}52
25 + 27 75,08 151 17,08 1,1B 2,85 1,20 13,80 059
30 + 27 55,07 1,49 18,18 1,1B 1,79 0,68 10,63 059

Fang et al (2000) relataram que com adicdo de 3% p/v de teulfie sodio a
recuperacdo de ginsenosideos alcancou 100%, condiapré-concentracda)(de 7, e uma
razdo volumar (V) de 0,16, enquanto sem adi¢cdcajoosrendimento foi proximo de 80%,
coma de 2 e V, 0,72. Sun e colaboradores (2008) us&fa@i (20% p/v) obtendo 98% de
recuperacao de acido glicirrizicawale 13.2. Chogt al (2003) adicionaram sulfato de amonio

(40% p/v) ao extrato de ginseng e conseguiram twn e pré-concentracao de 35.

4.4.1.2) Remocgéo do Triton
Em vérias aplicacdes, os surfactantes podem s@vidas da fase supramolecular (ou

da fase rica em surfactante) por didlise ou adedn@@ofébica com resinas de poliestireno
como Bio-Beads SM2, Amberlite XAD-2, silica geldfoxiapatita ou Florisil (Quina &
Hinze, 1999; Fangt al, 2000). Nas Figuras 45 A e B, foram avaliadasa®cdes de Triton
X-100, saponinas e compostos fendlicos da fase asugecular utilizando alguns
adsorventes. Amberlite FPX-66 obteve a maior remogé Triton X-100 e compostos
fendlicos, e a menor remocao de saponinas. Istweacdevido a sua estrutura macroreticular
com alta area superficial (> 700 m2/g) o qual pawa adsorcdo de surfactantes e compostos
fendlicos, justificando sua aplicacdo comum na inale pigmentos em sucos. Ha poucos
trabalhos na literatura sobre a remocao de TritedtOX por Amberlite como o de Tresoeic

al (1999) que relataram que a Amberlite XAD-7 consegamover entre 94 e 99% do Triton
X-100 de uma solucédo de imunoglobulinas, e Cheet{i#i79), que fez uma comparacao
entre Amberlite XAD-1, -2, -4 e -7, obtendo parAraberlite XAD-2 uma remocéo de 0,26 g
de Triton X-100 a cada grama de adsorvente utitizad
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Apés a escolha do Amberlite FPX-66 como adsorvdoieealizado um planejamento
composto central para maximizar a remocdo do TrXetOO e compostos fendlicos e
minimizar o de saponinas, avaliando a temperataaneentracdo do adsorvente (Tabela 28).
Com STATISTICA 6.0, foi gerado as tabelas de ANOYW#ra cada variavel de resposta,
sendo que para o sisal foram obtidos R2 de 0.98,80.84 , e para o0 jua, R2 de 0.97, 0.95 e
0.82 referentes ao Triton X-100, saponinas e cotopofendlicos, respectivamente. Os
termos com maior impacto positivo na remocao destespostos foi o termo linear da
concentracdo do adsorvente e o termo quadraticéemiperatura para jua e sisal. As
condicbes foram obtidas utilizando a abordagemddsirability, sendo 40.8°C e 25.4%
Amberlite FPX-66 para o sisal, e 46,8°C e 25,1% majua (Figuras 46 A e B). Com estas
condicOes determinadas, foi realizada uma cinécadsorcdo, alcancando um maximo de
remocao de Triton X-100 e compostos fendlicos emimmo para as saponinas em 30 min
(Figuras 47 A e B).
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Tabela 28 — Comparagédo dos rendimentos (saponindsndis e agucar redutores totais) da extracéo de
saponinas de jua e de sisal utilizando planejamentmmposto central

Temperatura (°C)

18 20 25 30

Ensaios| Concentracdqg T (°C) Remocédo Jua (%) Remocéo Sisal (%)
(%) Triton | Saponinas | Fendis| Triton |Saponinas | Fendis
1 10 30 18,7 17,0 12,3 15,0 17,5 38,8
2 10 50 13,5 16,9 20,9 22,9 13,1 31,9
3 30 30 36,7 29,5 26,5 44,6 30,4 38,8
4 30 50 38,5 32,4 37,4 44,8 30,4 54,6
5 5,86 40 12,2 13,6 18,4 12,1 3,4 23,7
6 34,14 40 38,8 35,9 36,6 50,3 33,0 597
7 20 25,86[l 27,7 28,0 30,1 32,1 21,4 41,7
8 20 54,14l 33,6 24,5 24,5 30,2 23,2 33,4
9 (C) 20 40 28,3 20,5 26,5 29,4 16,5 44,8
10 (C) 20 40 26,8 18,8 24,3 26,5 17,9 39,4
11 (C) 20 40 27,7 15,7 21,2 25,6 17,2 44,5
5 85
50 ' a0
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Figura 46 — Otimizacéo da remocéo de TritonX-100 dafases supramoleculares de sisal (A) e jua (B)
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Na Tabela 29, foram avaliados os resultados naloede Amberlite FPX-66, onde o
extrato 1 seria a fase supramolecular com as sagonie jud e de sisal; extrato 2 seria o
extrato 1 depois do tratamento com o adsorventecomdicdes previamente determinadas;
extrato 3 seria 0 extrato 2 apos o tratamento cadsorvente reciclado (lavado duas vezes
com etanol em condi¢des similares a adsorcéo)iratexd seria extrato 3 repetindo 0 mesmo

tratamento.

Tabela 29 — Avaliacdo do reciclo de adsorvente paramocao de Triton X-100

Extratos Remocédo Jua (%) Remocéo Sisal (%)
Triton | Saponinas| ggap | Fenois| Volume[fl Triton | Saponinas| agar | Fenois | Volume
1 0 0 14,2 0 0 0 0 20,3 0 0
2 28,12 16,42 119 3518 286 39,25 20,22 7.8  37,328,67
3 44,72 28,26 10,7 59,33 62,6 69,83 42,18 120 78,762,67
4 70,81 33,81 10 73,10 813 100 50,84 .6 97,60 ,33]

Assim, apés 3 processos de adsorcao, no casoallol€§i8% do Triton X-100 e 97,6%
dos compostos fendlicos foram removidos, permarecem solucéo 49,19% das saponinas
com um reduzido fator de pré-concentracdo de G@ijanto para o jua, seria necessario mais
um processo de adsor¢cao para remocao completaitda, l8endo que com trés processos a
remocao foi 70,81%, permanecendo em solucao 66d9%aponinas e 26,9% de compostos

fendlicos, e unu de 10,6.

4.4.1.3) Alternativas ao Triton
Como o Triton X-100 tem um custo elevado, outrafastantes e PEGs foram testados

como alternativas, comparando o fator de conceiraco coeficiente de particdo na extracao
bifasica aquosa. Na Tabela 30, pode ser verificpdo até mesmo sem nenhum surfactante ou
PEG ocorre a separacao bifasica, mas sem grandekad®s. Isso pode ser explicado pela
presenca de etanol, que juntamente com uma alteetacao salina forma duas fases (Greve &
Kula, 1991; Wanget al 2010a, b). Este sistema ja foi testado por Tiareteal (2002) para

recuperacao de glicirrizina, conseguindo um cogffiid de particdo de 26 num sistema 60%
etanol e 15% fosfato dibésico de potassio. Outssipiidade seria substituir o sal pelo alcool na
presenca de Triton X-100, como fez Satral (2007b), no qual substituiram NaCl por isobutanol,

a 75°C e pH 2,5, alcancando um coeficiente degdartle 171 de &cido glicirrizico.

Dentre as alternativas, os Tweens apresentaramrésasados com a saponina do sisal,
provavelmente formando micelas mistas, onde a temg@erficial e a CMC sdo menores do que
as micelas geradas com cada surfactante indivisduaén(Jiaret al, 2011), mas com as do jua

obtiveram um fator de pré-concentracéo baixo, raflevido a presenca dos grupos sulfatos.
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Assim, o Triton interage com as saponinas de madeficiente, que obteve os melhores
resultados. Similarmente ao Tween, também formaminala mista com as saponinas levando a
diminuicdo do numero de agregacdo e um comportam@d-ideal do CMC da micela mista
(Majhi et al, 1999) e alterando suas propriedades como o aondentemperatura do ponto de
névoa (Chaterjeet al 2002; Qiao & Easteal, 1998), visto que nestealtah uma separacdo

somente com o aumento de temperatura ndo foi @dang

Tabela 30 — Avaliacao de alternativas ao Triton X-00 para separacao bifasica aquosa de saponinas

Sais KSAP KFEN a Jua V KSAp KFEN o V
Jua Jua Jua Sisal | Sisal| Sisal| Sisal
Na,CO; 11,16 6,32 0,50 1,09 2,82 2,78 0,35 1,05
Span 20 5,34 2,19 0,54 0,78 6,57 3,3b 0,85 0,92
Span 80 7,90 3,07 0,71 1,03 1,14 4,10 0,99 0,74
Tween 20 26,46 3,76 0,81 0,87 16,96 2,12 10,P6 0,87
Tween 80 23,14 1,50 2,158 1,7 23,93 1,74 9,84 0,78
Triton X-100 315,25 1,67 14,20 0,9 35,29 1,61 20,20,78
PEG 2000 10,41 1,54 1,02 1,6 6,84 1,88 0,89 0,92
PEG 4000 12,81 1,89 1,01 1,56 5,61 1,6[L 0,87 0,92
PEG 6000 19,45 1,89 1,09 1,6p 10,46 2,0 098 Q,92

4.4.2) Coluna de Espuma
O método da coluna de espuma se baseia na adstecsurfactantes na superficie

hidrofobica das bolhas de ar, e apresenta alguanatsgens para concentracdo de saponinas
como equipamento simples (coluna de vidro acopdaden compressor de ar), baixo custo e
consumo de energia (Backleh-Soétrial, 2005; Yaret al, 2011).Inicialmente, neste método,
foram utilizados extratos de jua e de sisal obtjpla extracao orbital simples com mais duas
reextracdes no planejamento composto central eatplao; mas no caso do sisal, nenhuma
condicdo promoveu a formacgao de espuma suficiearge ger recolhida. Assim, para o sisal,
foi utilizado s6 o extrato simples, sem re-extragd&s varidveis de resposta neste método
foram relacdo da concentracdo de saponinas e dpostws fendlicos entre a espuma e o
extrato (solucéo inicial), sendo o fator de con@egéio f); a relacdo em massa de saponinas e
de compostos fendlicos obtida na espuma e a maissa no extrato, sendo a recuperagao
(R%); e a relac&o entre o volume de espuma e onehesidual, sendo a razdo volumar (V).
Resultados conf = 0, representam uma espuma instavel, que se f@ooao e sem
recolhimento, enquantf = 1, significam que toda a solucéo inicial foi agkwda como
espuma, nao ocorrendo concentracdo. Na Tabelao8g, ger verificado que a concentragao
de saponinas € muito importante, sendo necessaadaixa entre 8 e 50% de concentragcéo
das saponinas no extrato de jua (6,97 g/L), e #alacima de 75% quando relacionados ao
extrato de sisal (4,58 g/L).
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Tabela 31 — Resultados do planejamento exploratérigara concentracdo de saponinas por coluna de espuma
| vol | vazdo Ar | sap JUA SISAL
Ensaios .
(mL) | (mL/min) | (%) | Bsar | %Rsap | Breen | %Reen | V. || Bsap | %Rsap | Bren | %Reen |V
1 70 600 25| 1,024 52,66 1,033 53,11 1,069 D ( D ] 0
2 70 600 75 1 100 1 100 0 0 0 0 0 0
3 70 1000 25| 1,007 78,71 1,017 79,90 3,667 D ( 0 D 0
4 70 1000 75 1 100 1 100 0 1,693 0,36 1,175 0,25 0,0021
5 100 600 25| 1,491 20,87 1,201 16,81 0,163 D @ 0 D 0
6 100 600 75| 1 100 1 100 | o [1911] o086 | 1,258 057 0,0045
7 100 1000 25| 0,977 73,75 1,044 78,85 3,082 0 0 D 0
8 100 1000 75 1 100 1 100 ks 1,626 0,41 1,425 0,36 0,0025
9 60 800 50 1 100 1 100 0 0 0 0 0 0
10 110 800 50 1 100 1 100 © 0 0 0 0 0
11 85 460 50 1 100 1 100 o 0 0 0 0 0
12 85 1140 50 1 100 1 100 ks 0 0 0 0 0
13 85 800 8 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
14 85 800 92| 1 100 1 100 © 1,316 | 4,33 | 1,418 4,67| 0,0338
15 (C) 85 800 50 1 100 1 100 © 0 0 0 0 0
16 (C) | 85 800 50 1 100 1 100 © 0 0 0 0 0
17 (C) 85 800 50 1 100 1 100 © 0 0 0 0 0

Bsap € Pren S80 0s fatores de concentracédo de saponinas estmsendlicos, respectivamente;
%Rsap € %Rey S80 as recuperacdes em massa de saponinas e tasripoélicos, respectivamente;

Assim, foram redefinidos os planejamentos experiaige® as condi¢cdes 6timas foram
obtidas através da abordage®sirability, com o objetivo de maximizaisap, ter valores
intermediarios de recuperacdo de saponinas, javgleees muito altos representam baixa
concentracdo destas, e a razao volumar minimasemsalcancar o zero, obtendo entdo R?
iguais a 0,731, 0,944 e 0,832 relacionadfisag, %Rsap € V referentes ao jua, e 0,871, 0,752

e 0,701, similarmente referente ao sisal.

A influéncia dos termos sobre as variaveis de mgpfoi bastante relativo. No
planejamento referente as saponinas de jua, o tedemioteracdo entre vazao e concentracao
de saponinas teve impacto positivo em todas agwas, enquanto os demais termos tem
acao inversa sobrgsap, %Rsap € V. Exemplos sdo os termos lineares de concéatree
saponinas e de vazéo que apresentaram efeitovposdbre %Rap € V, mas negativo em
relacdo #sap, OU entdo os termos linear e quadratico de volteneo quadratico de vazao e
termo de interacdo entre volume e concentracéd@aguam negativamente sobre ¥aRe V,
mas sendo positivo em relacd@&p. Ja 0 termo de interagdo entre volume e vazdo que
obtiveram efeito negativo sobpeap € V, mas positivo sobre %k, e acdo inversa quando o
termo € o quadratico da concentracdo. Na Figuragpd8e ser visto o comportamento da
funcaodesirability frente as variagdes de vazao, volume e concentratdtiva de saponinas,

obtendo como condi¢do 6tima de trabalho: 125 m0Q,r@4/min e 30% de concentracao.
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No planejamento referente as saponinas de sigalnw de interacdo entre vazao e
concentracdo e entre volume e vazao tiveram impesgiativo, e o termo quadratico da vazéo
teve efeito positivo em todas as variaveis, engquastdemais termos tem acéo inversa sobre
Bsap, %Rspp € V. Exemplos sé@o os termos linear de vazdo desmagéo entre volume e
concentracdo que apresentaram efeito positivo $b6Bgpr € V, mas negativo em relacdo a
Bsap, OU entdo os termos linear e quadréatico de coraggd e o termo linear de volume,
agiram negativamente sobre ¥Re V, mas sendo positivo em relacafsar. Ja 0 termo
quadratico de volume obteve efeito positivo sdlye e %Rsap, mas negativo sobre V. Na
Figura 49, pode ser visto o comportamentoddairability frente as variagbes de vazéo,
volume e concentracgdo relativa de saponinas, obteacho condi¢éo 6tima de trabalho: 75

mL, 1300 mL/min e 90% de concentracao.

Estes resultados obtidos sdo um pouco diferentedddditeratura. Backleh-Sohrt e
colaboradores (2005) utilizaram uma vazao deddl 15 mL/min, com uma concentracao
inicial de saponinas de quilaia entre 0,4 e 0,5 gdlumes entre 70 e 100 mL e tempo de
operacao entre 60 e 100 min. Similarmente, Cog89)ltambém trabalhou com uma vazao
de N, de 13,6 mL. Ja Yan e colaboradores (2011) usaramvazao de ar de 150 mL/min,
com uma concentracao inicial de saponinas de cl&5deg/L e volume de 200 mL (mas a
coluna tinha 3,3 cm de didmetro interno). Para @andados de vazado com gases diferentes,
€ necessaria uma padronizacdo, considerando infdesasobre temperatura e pressao do
gas, onde uma bala de,Noor exemplo da White Martins, possui de 145 a &80 de
pressédo, representando assim em temperatura amhigrd vazao minima de ar de 2000
mL/min, considerando 15 mL/min de.Mssim, de 150 a 2000 mL/min é uma faixa préxima

da que foi trabalhada na tese.

O CMC e o volume da solugdo inicial com saponire®mbem influenciam na
operacdo da coluna de espuma. Costa (1999) teshagbtses com saponinas de quilaia em
varias concentracbes e volumes, e verificou queadracdo acima do CMC (0,8 g/L), o
fator de concentracdo era apenas de 1,18 em 7opeaiacdo, no CMC (0,2 g/L) em 10 h de
operacgdo, obteve ufisap = 9,63, e abaixo do CMC (0,08 g/L), alcancou 10exes mais
concentrado em 2 h, todos com o0 mesmo volume, sept@ando 85% do volume total da
coluna, mas utilizando um volume de 50% com comaedés abaixo de 0,08 g/L, a espuma
formada ndo era estavel e ndo podia ser coletada. dxplica a impossibilidade de se

trabalhar com extrato de sisal com mais 2 reexés¢0
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Assim, como menores vazdes poderiam possibilitaones fatores de concentracéo
para as saponinas, devido a um maior tempo paragken do liqguido da espuma formada,
foram testadas novas vazles a partir das condddeas obtidas no planejamento, como
pode ser observado nas Figuras 50 A e B. Nesse oafmo seria principalmente em
aumentar Bsap, deixando como fator secundario a recuperagacsapsninas, devido ao
pouco tempo de operacédo, obtendo entdo as vaziea pancentracdo das saponinas de jua e

sisal de 400 e 800 mL/min, respectivamente.

1.6
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Figura 50 — Avaliacdo da vazao para concentragcdo daponinas de ju (A) e sisal (B) por coluna de espa

Outras parametros também foram testados como pklsenca dos anéis de Raschig, mas
com as vazodes de 600 e 1000 mL/min para as sapod&@a e de sisal respectivamente, que
podem ser visualizados nas Figuras 51 e 52. Emgaelao pH, foi observado que o perfil de
variacdo das recuperacfes de saponinas e compestdsos e razdo volumar foi similar para
ambas as saponinas, mas o fator de concentracdospponinas apresenta valores maximos
diferentes em 4 e 5, referente ao jua e sisal Q@ prey tem maximos em 10 e 11 para o jua, e
4, 5 e 8 para o sisal. Ja os anéis de Raschig fotilimados com o objetivo de aumentar a area
interfacial e a transferéncia de massa entre agfasesa (ar) e a fase liquida (extrato), facilitand
assim a adsorcdo das saponinas nas bolhas. A paeder?25 g de anéis de Raschig promoveu o

maior aumento dfsap.
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O pH também demonstrou sua importancia em outatmlinos, devido ao seu efeito
na energia de rede e na forca repulsiva entre d&colas, e na CMC. Yast al (2011)
relataram que o aumento do pH diminui a tendénagasaponinas do cha de se adsorverem
nas bolhas de ar, e aumenta a estabilidade da aspanmmada, devido a uma maior
viscosidade gerada pela carga negativa formadatia @a grupos carboxilas da saponina.
Assim em pH 2,06, houve um maipgap € uma menor recuperagao de saponinas. Costa
(1999) verificou também que o aumento de pH jurdm @ variacdo da concentracdo de
saponinas de quilaia impactava ffiap, o0nde com 80 mg/L obteve fatores de 10, 7,4 e 6,97
quando o pH variou de 3, 5 e 7, e com 0 aumentmneentragdo de saponinas em pH 5, de
80, 350 e 800 mg/L, Psap variou entre 7,4, 1,93 e 1,24.

Como um méaximo fator de concentracdo de saponimasuperacao destas ndo séo
possiveis nas mesmas condi¢des, foi realizado tudceeda cinética de operacao da coluna de
espuma, focando principalmente [Bip, tendo uma vazao minima para formacao de espuma
estavel e possivel de ser coletada, com um sisgeatdente objetivando manter a vazdo de
espuma gerada. Além disso, foram utilizados exdrgtaoncentrados, substituindo o extrato
do residuo mucilaginoso de sisal pelo residuo dmwe sisal, e o extrato de jua pela fase
supramolecular gerada pela adicdo de 20% d€Q®xa sendo 1,57 vezes mais concentrado. O
processo ocorreu sempre com a formacdo de espudngelede forma organizada (Figura
53A), sendo recolhida com aspecto viscoso (Fig@B),5onde a estrutura da espuma ficou
heterogénea pela insercédo de bolhas maiores (FAgu&) e com maior tempo de processo, a
espuma apareceu esparsa pela coluna (Figura 98dDjaso do jua (Figura 54 A e B), foi
alcancado em 9 h de operacao, Wya de 3,46, e uma recuperacao de 82,6% de saponinas,
enquanto no sisal (Figuras 55 A e B), em 4,5 h perazdo, foi obtido um fator de

concentracdo de 1,98, e uma recuperacao de 90,5%.

Figura 53 — Operacéo de coluna da espuma. (A) Formao da espuma, (B) Coleta, (C) Inicio de
instabilidade da espuma e (D) Fim do processo
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4.4.3) Separacao por Membranas
Os processos de concentracdo por microfiltracamgfiliracdo e nanofiltracdo utilizam

membranas semi-permeaveis e pressdo, tendo alguamédgens em relacdo aos processos
convencionais de separacdo, como operacdo a tdmperabrandas, diminuindo custos

energéticos e evitando a degradacdo de componssnssveis; seletividade da membrana, e a
simplicidade de operacdo e escalonamento (Bald28€®&). Nesta tese, foi utilizada a mesma
membrana de polietersulfona de 10 kDa para a ctmag@io das saponinas de jua e de sisal
(Figura 56), sendo os extratos previamente filtsagmara remocédo de particulados de
macromoléculas. Apenas no uso do residuo liquidcsidel, foi realizada a remocdo dos

particulados por meio de microfiltracéo.

b
o
-

Figura 56 — Operacéao de um sistema de uItrafiItraem escala de bancada

Na Figura 57, é apresentada a cinética de concéntgor ultrafiltracdo do extrato de jua,
de sisal e do residuo liquido de sisal (RLS). Quwa inicial de extrato foi de 100 mL, e o
objetivo inicial era alcancar 10 mL de concentradas isso s6 foi possivel com o RLS (30 min),
os demais extratos (jué obteve 50 mL de concenead@ h, e o sisal obteve 17 mL em 75 min)
promoveram um aumento de pressao no equipamentealpemente por colmatacdo na
membrana. Assim, ao final do processops@r para as saponinas de jua foi 1,42, com uma
recuperacao de 71%, enquanto para o sisal o fateodcentracéo foi 1,58 muito similar ao do
RLS que foi 1,55, mas obtiveram recuperacgfes thstir27 e 15,5%, respectivamente. San Martin
et al (2008) justificaram o uso do sistema de ultragé&o com membranas de 10 kDa devido a
formacédo de micelas, indicando o uso de extrat@s aquntenham concentragdes de saponinas
maiores ou iguais a CMC. O uso de microfiltracateaor a ultrafiltracdo, de volumes iniciais

maiores ou entdo de nanofiltracdo poderiam ser efi@ivos no aumento @ap.

138



2.0
1.8
1.6
1.4
124 &  F~— O ¥ S
1.0
0.8
0.6
—e—BSAP Jua -+ --0----BFEN Jua
0.4 —aA—BSAP Sisal ----A----BFEN Sisal
0.2 —=— (BSAP RLS ---O----BFEN RLS
0.0 L{ T T T T T
0 20 40 60 80 100 120
tempo (min)

Figura 57 — Cinética de concentracdo de saponinasipultrafiltragéo

4.4.4) Resumo
Comparando os métodos de concentracdo (Tabelap8de ser verificado que o

método por ponto de névoa foi o mais eficaz dewmsemétodos estudados tanto na
concentracdo das saponinas quanto em relacaotividatke, mesmo considerando que no
caso do jua haveria a necessidade de mais uma @tapamocao de Triton X-100 com
Amberlite FPX-66, o que faria a recuperacdz e diminuirem. A possibilidade de reciclo do
adsorvente, com uma dessorcéo rapida com etanokefze a diminuicdo dos custos desse
processo. A coluna de espuma apresenta realmentgpaptentos com custo baixo,
necessitando apenas de uma coluna e um compresagreldobteve uma boa recuperacao das
saponinas, mas néo alcangiup e seletividade altas. Mesmo assim, tais valorgaaioram
superiores ao do processo de separacdo por merabtaéma coluna encamisada com uma
geometria que favorecesse a drenagem da espunma eutm tipo de recheio (substituindo
0s anéis de Raschig) poderia levar a melhorestagas. Provavelmente um processo de
nanofiltracdo ou com membranas < 10kDa, pudessean geiores valores para as variaveis

de resposta, concorrendo assim com 0 método poo pemeévoa.

Tabela 32 — Comparagédo dos métodos de concentragi®saponinas

Métodos JUA SISAL
Bsar %R Sap/Fen Bsap %R Sap/Fen
Ponto de Névoa 10,6 66,19 542.,4 6,6 49,19 1279
Coluna de Espuma 3,46 82,58 2,573 1,98 90,51 1,26Y
Membranas 1,42 70,99 1,407 1,58 26,95 1,395
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4.5) APLICACOES DAS SAPONINAS

4.5.1) Alteracdo da Atividade Enzimatica por Sapoas

As enzimas sdo proteinas que atuam como biocataliss com alta seletividade, e
estdo presentes em varios organismos, desde bacaééi humanos, sendo possivel de serem
utilizadas industrialmente. Estas podem ter suadatie alterada negativamente (inibidores)
ou positivamente (ativadores). A acdo de inibidogegimaticos pode ser muito util no
combate de varias enfermidades, como inibidoregrai®atase para tratamento de cancer de
mama, inibidores deobredutase para tratamento de cancer de proOstatailmdores do
sistema renina-angiotensina para regular a hipgter{fSmith & Simons, 2005). Ja os
ativadores enzimaticos podem diminuir os custosigto de enzimas nas industrias, ja que

estas poderiam ser utilizadas em menor quantidade.

Nesta tese, foram pensadas duas possiveis apbcagieenticia e cosmética. Para a
utilizacdo de saponinas em alimentos era necessdver se estas poderiam inibir as enzimas
digestivas. Entdo, foi tomado como exemplo a paticie, que apresenta acao lipasica,
amilasica e proteasica, atuando no alimento na @dwedenal do trato digestorio. Para a
aplicacdo cosmética, foi investigado se as sapsrpoderiam inibir alguma das enzimas da
matriz extracelular, como a colagenase, que atusgequlibrio anabdlico-catabdlico do
colageno, mas com envelhecimento ocorre um defladpijle a degradacdo se torna mais
rapida do que a sintese. Assim, a inibicdo da eaksp poderia promover um efegtoti-
aging As atividades enzimaticas da pancreatina e dageohse podem ser observadas na
Tabela 33, utilizando sempre uma concentragcdo di®a0,5% p/v, sendo estes valores
utilizados para padronizacdo nos demais gréaficapi(&s 58-61), correspondendo a 0% na
atividade enzimatica relativa. Varias concentragi'esubstratos e de saponinas, de jua e de
sisal, foram testadas tanto para pancreatina &3$gb8, 59 e 60) quanto para colagenase
(Figura 61).

Tabela 33 — Atividade enzimética da pancreatina eadcolagenase sem adi¢cao de saponinas

PANCREATINA COLAGENASE
Amido | Amilase [J|Azocaseina Proteasel| p-NFL Lipase Azocaseina| Protease
(g/L) | (mM/min) (g/L) (U/L) (mM) | (uM/min) (g/L) (U/L)
1 0.538374 0,25 41 0.101 1.0055 0,25 61.33333
2,5 1.370965 0,5 63 0.252 1.1699 0,5 86.66667
5 2.454694 1 98 0.336 1.7805 1 276.666[
10 3.65162 2,5 314 0.504 2.5201 25 470
- - - - 1.01 4.2451 - -
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Figura 58 — Alteracao da atividade amilasica da pasreatina por diferentes teores de saponinas de jua)
e de sisal (B). Concentracao enzimatica: 0,5%

Em relacdo a atividade amilasica da pancreatinaagdlo das saponinas de jua, estas
promovem a inibicAo enzimatica em concentracfessajgninas até 0,01% em todas as
concentracbes de amido, mas principalmente confl18egamido com adicdo de 0,1 e 0,5% de
saponina, houve pequena ativacdo. Skurtys e Agui{2009) investigaram a interacdo de
saponinas de quilaia com amido de batata, indicgndaas propriedades interfaciais sdo alteradas
a partir de uma concentracdo de 0,1 g/L de saperend0 g/L de amido. Assim as micelas
formadas na CMC foram modificadas estruturalmerggidd a maiores concentragdes do
polimero, invertendo a acao inibitria para ativad®utra op¢do seria a interagdo das saponinas
com a enzima por interacdes hidrofobicas (aglicatexpénica) e eletroestaticas (grupos sulfatos)
modificando sua agédo sobre o amido, sendo estawdestida com uma maior quantidade de
amido em solucéo.

Na presenca das saponinas do sisal, a atividadasarai foi inibida com concentracfes
acima de 0,01% em 1 e 2,5 g/L de amido, e ativadaacentra¢gdes abaixo de 0,01% em 1 g/L
de amido e, praticamente, com qualquer concentrde&aponinas em 5 e 10 g/L de substrato.
Neste caso a interacdo das saponinas com o paliga@ parece ser o fator preponderante na
ativacdo enzimética, enquanto a inibicdo parecensmmor que no caso do jua, talvez pela
auséncia dos grupos sulfatos quando ha formacaoidakas.
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No caso da atividade protedsica da pancreatintm, #snsaponinas de jua quanto as do
sisal, apresentaram efeito ativador bastante amgntlA CMC parece apresentar um menor
efeito na ativacdo desta enzima. Outra opcado gagauma interacdo entre a azocaseina e as
saponinas teria facilitado a acdo proteolitica, @@himoyamadat al (2000) informaram
sobre as proteinas do soro de leite que se tornaraim sensiveis a acdo da tripsina e

quimotripsina na presenc¢a de soyasaponinas.

A acdo da CMC das saponinas de juad e de sisal fieabmente evidenciada na
atividade lipasica da pancreatina. Acima da CM@yreca inibicdo quase completa, quanto
maior a concentracdo de saponina. Ja abaixo da @Nf€jpalmente com uma concentracao
de 0,001% de saponinas, ocorre ativacdo, sendoe@ste diminuido com o aumento da
concentracdo de substrato. A interagdo das micelasa enzima parece alterar muito a sua
conformacao, prejudicando sua atividade (ver AnEigyra 78).

Assim, a aplicacdo de saponinas em alimentos eooroteinas, utilizados como
suplementos para aumento de massa muscular emic®rdisicos, poderiam ser
interessantes ja que promoveriam uma hidrélise mépsla e gerando mais peptideos e
aminoacidos para serem absorvidos. Outra possplelagdo das saponinas seria como
farmacos anti-obesidade, ja que podem inibir a agaibasica e lipasica com concentracdes
entre 0,1 e 0,5%, evitando que lipideos e maténgticeos sejam hidrolisados e absorvidos,
diminuindo o acimulo de gordura e aumento da cdrego de glicose no sangue. Segundo
Birari e Bhutani (2007), ha um mercado crescenta pate tipo de medicamento, calculado

em USS$ 4 bilhdes, principalmente com as variasraenticacdes dos farmacos sintéticos.

A Figura 61 mostra que a aplicagdo de saponinas caimo cosmeético pode ser
e 2,5 g/L de azocaseina. Neste caso, talvez ocona competicdo entre a interacdo da
saponina com a azocaseina e desta com a colagéndiseopcdo seria atuacdo das saponinas
sobre o mecanismo de acdo da colagenase, que metalaprotease, um pouco diferente das
proteases pancreaticas (proteases serinicas), eagquerdade a interacdo das saponinas seja

relacionado ao zinco presente na colagenase.

143



80

< 60 e ©0.001 |
< i 00.005 (A)
.% 40 i 30.01 +
g 0.1
g 20 1% 05
g -
E 0 ‘.-. ; -2 ; _
& N
@ -20 1 \555
B \:3:
e} I
= E N
2 -40

-60

0.25 05 1 25

Concentragdo Azocaseina (g/L)

80

£10.001 |

—I— 0o0.005 (B)

60

&0.01 -
0ol
@05

40
20
ofjjgn:'

-20 | | | u}\

-40

Atividade Enzimética Relativa (%)

-60

0.25 0.5 1 25
Concentragao Azocaseina (g/L)

Figura 61 - Alteracdo da atividade da colagenase pdiferentes teores de saponinas de jua (A) e desal
(B). Concentracdo enzimatica: 0,5%

4.5.2) Alteracdo da Atividade Enzimatica por Aglitas
Como a acao da pancreatina sobre os alimentososte @pos a passagem deste pelo

estbmago em ambiente acido, que pode proporciohairdlise das saponinas, foram feitos
testes em concentragfes fixas dos substratos (amjti%o; azocaseina, 0,025%; p-NFL,

0,504 mM) com diosgenina e agliconas de jua esis @rigura 62).

Comparando as saponinas com as agliconas, a ab&® gancreatina foi distinta.
Sobre a atividade amilasica a inibicdo s6 ocorre egancentracdes de 0,1 e 0,5%, tendo
ativagdo nas concentracdes menores, independensglidana utilizada. A alteragdo da
conformacéo da enzima pela aglicona deve ser tefais provavel. Uma total inversao de
atuacdo ocorre com atividade proteasica quandoapsnias sao hidrolisadas, sendo a
inibicdo proporcional a quantidade de agliconas.ddso da atividade lipasica, s6 ocorre

inibicdo com 0,5% de diosgenina e de aglicona do ju
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No caso da colagenase, este procedimento foi testatulando formulagbes com prazo

longo de validade, em que o0 ambiente aquoso levendeido também pudessem levar a hidrolise

de saponinas. As saponinas apresentavam acéo cafivaésta concentracdo de substrato,

fendbmeno que é inverso em concentracdes maioraglidenas (Figura 63).
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4.5.3) Hidrdlise enzimatica
Como as enzimas podem ser ativadas ou inibidas galgoninas, para se ter uma idéia

mais clara da sua acdo na digestdo, foram teste@loss substratos diferentes, amilaceos,
protéicos e lipidicos, para verificar se a hidelifestes ocorreria ou ndo pela pancreatina (Figura
64, 67 e 69). Além disso, foram testadas enzimagooais (Papaina, Figura 65; Stargen, Figura
68; e Lipozyme CALB, Figura 70) para verificar sgexfil dos resultados de hidrolise seriam
mantidos. No caso da colagenase, foi utilizadatigelaomo fonte de colageno a ser testada a

inibicdo pelas saponinas (Figura 66).

As proteinas podem ser classificadas de acordo @osoa solubilidade: albuminas,
solaveis em agua; globulinas em solugbes salinatelipas em solucdes diluidas acidas e/ou
alcalinas; e prolaminas em solugfes alcodlicas4y2d04). Os varios substratos utilizados como
fontes protéicas tem composic¢des distintas querpadftuenciar na agdo da enzima, e em uma
possivel ativacdo ou inibicdo pelas saponinas. &ite,| ha caseinagi-lactoglobulina ea-
lactoalbumina; na carne, proteinas miofibrilarescaplasmaticas e do estroma; ovalbuminas e
ovoglobulinas na clara do ovo, e fosvitina e lipekmas na gemdj-conglicinina e glicinina na
soja, e outras globulinas no feijao; gliadinas w@edinas no trigo, além do colageno presente na
gelatina (Yada, 2004; Mine, 2008).

Ambas as saponinas apresentaram acao similar aopeacreatina na hidrolise destes
substratos: inibicdo em relag&o as proteinas deechaite e gema; ativagdo sobre feijdo, farinha
de trigo e gelatina; e sem interferéncias substémaoia atividade em relacdo a clara do ovo e a
soja. Estes resultados sdo um pouco diferentesoldidos com a azocaseina, mas deve-se
perceber que a concentracdo neste caso (200 gguperior aos anteriormente testados. Além
disso, s6 as fontes protéicas com presenca detarole$oram que apresentaram inibicao,
indicando que uma possivel interacdo entre saperialesterol tenha sido formada, e afetado a

interacdo destas com a proteina ou com a panaeatin
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No caso da papaina, uma cisteinoprotease, que imoemi& € utilizada como
amaciante de carnes, esta apresentou resultadosntés da pancreatina, onde as saponinas
de jua interferiram pouco em sua acao proteolitqgmesentando ativacdo com 0,005% de
saponinas sobre gema, feijao e soja; e as sapaierssal, apresentaram inibicdo sobre clara,
soja e gelatina, ativagéo sobre leite, gema eofeijima inibicdo parcial sobre carne e farinha
de trigo, pois também apresentaram ativacdo em €,0,005%, respectivamente. H4 uma
possibilidade de que a interacdo das saponinasalecem as proteinas dos substratos e com
a papaina possa estar alterando sua conformacétueste interferindo na sua acao positiva

e/ou negativamente.

Assim, o0 uso de alimentos de ricos em proteinasne colesterol seriam 0s mais
indicados para serem associados com a ingestaammisas. O uso da papaina com
saponinas como amaciante de carnes nao seria ipegloadem concentracdes de 0,01%. As
saponinas também poderiam favorecer a producdmatiza de hidrolisados protéicos, que
seriam utilizados como suplementos alimentaregiytos hipoalergénicos e meios de cultura

para microorganismos, células vegetais e animasuffuleti & Demain, 2010).

A inibicdo da colagenase utilizando a gelatina cemustrato confirma a possibilidade

do seu uso como ativo cosmético com funcionalidediaging
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O amido é constituido de amiloseX,4-glucana linear) e de amilopectiral(,4-glucana
com ramificagbes enu-1,6) em proporcbes variaveis (21-26% de amilos@4€/9% de
amilopectina) nas fontes amilaceas e influenciartamas propriedades dos granulos de amido,
como cristalinidade e morfologia. Em base secajlloonpossui em média 72,4% de amido, com
granulo tipo A; mandioca (granulo tipo B) e arrgeafpiulo tipo) A tem 85% de amido, com 17%
de amilose e 83% de amilopectina; batata (gramptoB) com 76,6% de amido; e o trigo possui
63% de amido, granulo tipo A (BeMiller & Whistl&009).

A atividade amilasica da pancreatina sobre amidandioca e arroz com adicdo das
saponinas de jua e de sisal apresentaram o megtfilodperesultados, tendo um maximo em
0,001% com arroz, 0,005% com mandioca e 0,01% awmidca ocorrendo inibicdo apds estas
concentracdes. Um possivel motivo deste resultada shaior concentragdo de amilopectina, que
poderia promover uma interagdo com saponinas eamlfermacdo de micelas. Nos outros
substratos amildceos, as saponinas de jua influamoi a inibicdo da hidrolise de milho, a
ativacdo da hidrolise de batata na concentracdd,@®%, mas com uma forte inibicdo apods este
valor, e uma leve ativacdo na hidrolise de trigon dy001%, e depois uma tendéncia inibidora.
Porém, na presenca das saponinas de sisal, gararativacdo na hidrolise de milho, inibicdo no

caso da batata e do trigo.
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Figura 68 - Hidrélise de matérias amilaceos por Stgen por diferentes teores de saponinas de jua (&)de
sisal (B). Concentracao enzimatica: 0,5%

J& com adicdo de saponinas na hidrélise destesiamtamilaceos com Stargen
praticamente todos apresentaram ativacdo, excehilhm que apresentou um maximo de
ativacdo em 0,001% e inibicdo com 0,01%. Estedteelas poderiam ser explicados com
uma interacdo das saponinas com a amilase, levanduna conformacdo mais propicia a

hidrélise dos materiais.

Assim, a utilizacdo das saponinas em concentragée8,001% nao interferem na
digestao destes alimentos. Ja& em concentracdea deid®01%, estas poderiam auxiliar como
um farmaco antiobesidade, pela diminuicdo da digdacdo de glicose. As saponinas
também podem ser utilizadas como aditivo na hisedtio amido, ja que a glicose produzida
tem um mercado extenso em biorrefinarias para gémde etanol, acidos organicos e outros

produtos de origem biotecnolégica (Kanetral, 2006).

Mesmo considerando o baixo grau de hidrélise desteteriais hidrofébicos, foi
verificado que acdo das saponinas de sisal tai@ sopancreatina como sobre a Lipozyme

CALB foi inibitéria. Ja as saponinas de jua atéeapntaram uma leve ativagao na pancreatina
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sobre a hidrélise de 6leo de soja e manteiga, lBcév em azeite, mas com a Lipozyme
CALB, a inibicdo ocorreu em 6leo de soja, uma la&tvacdo com manteiga e sem
interferéncias sobre o azeite. Por ser uma fonterigem animal, a interacdo das saponinas
com o colesterol pode ter favorecido a hidrolisendateiga, ja com o azeite e Oleo de soja, a
interacdo das saponinas com a lipase pode ternsail® importante. Assim, 0 uso de sisal
como farmaco anti-obesidade pode ser uma oportmidaer investigada.
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Figura 69 - Hidrolise de materiais lipidicos por pacreatina por diferentes teores de saponinas de ju&ade
sisal. Concentracdo enzimatica: 0,5%
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Figura 70 - Hidrélise de materiais lipidicos por Lpozyme CALB por diferentes teores de saponinas deg
e de sisal. Concentracdo enzimatica: 0,5%

4.5.4) Sintese enzimatica
Outra opcao para o0 uso das saponinas seria no tumerrendimento de sintese

enzimatica de alguns compostos, tendo como exemymo®ster de cadeia curta, como o
acetato de butila (Figura 71A), que pode ser atilizcomo solvente e flavorizante, e um éster

de cadeia longa, como o estearato de etila (FiglE), que é um dos componentes do
biodiesel.
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Para producéo de acetato de butila, as saponioasperam um aumento substancial
no rendimento da sintese quando a enzima LipozynfeiTutilizada, mas sem interferéncias
no caso da enzima Novozym 435. Por outro ladojmase de estearato de etila, as saponinas
causaram a inibicdo de ambas as lipases, mas kdiotddade na transferéncia de massa na
reacao provavelmente pela auséncia de um solvente hexano ou heptano, que poderia ter
auxiliado na dissolucdo dos materiais (acido ested& etanol) e promovido uma maior area
interfacial para atuacao das lipases. Assim, asnsiag@s poderiam ser utilizadas para auxiliar

sintese de ésteres de cadeia curta com Lipozyme TL.
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Figura 71 — Sintese enzimatica de acetato de butild) e estearato de etila (B) por diferentes teorate
saponinas de jua e de sisal. Concentracao enzimai®,5%
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CAPITULO 5 — CONCLUSOES

O presente trabalho teve como objetivo principakchu duas fontes vegetais da
agrobiodiversidade brasileira para obtencdo densag® e explorar varios processos verdes de
extracdo e concentracdo de saponinas, além defichnta partir de suas caracteristicas, quais

aplicacdes poderiam ser mais apropriadas pargasisas. Assim, as conclusfes obtidas foram:

» O screeningdas matérias-primas foi realizado com 38 plaregadd como critérios o teor de
saponinas, o indice de emulsificagédo, a tenséafstipk a atividade antimicrobiana e a sua
sustentabilidade, resultando na escolha do jua sisdb para continuidade do trabalho sobre

saponinas.

» A determinacdo da CMC das saponinas dos extratpgdesisal, em paralelo ao de ginseng e
quilaia como referéncias externas, foi realizadspenétodos turbidimétrico e por tensao
superficial, demonstrando a similaridade entresegtesim, foi feita a avaliagdo de como pH,
temperatura e concentracdo afetam a CMC das sa@sodm jua e do sisal. Com isso, foi
observado que em pH neutro, temperatura proximanddiente (25-30°C) e concentracéo
salinas entre 2 e 4% ha maior reducdo nos valage€MC das saponinas de jui. Ja as
condi¢des que promovem uma diminuicdo na CMC dasnsaas de sisal sdo: pH entre 3 e 4
associado a temperatura préxima da ambiente (25)}3pH entre 10 e 11 em conjunto com
temperaturas entre 55 e 60°C e concentragéo saliti@s2 e 6%.

» As saponinas do sisal e do jué representaram 25vildgade antioxidante dos extratos brutos
correspondentes. Comparando a atividade antioxdd#mtliosgenina com as das saponinas de

jua e de sisal na concentracdo de 1Q@f)hL, estas perderam cerca de 35 e 43% da atividade

* Na&o houve a formacéo de complexos insolUveis demsags de jua e de sisal com colesterol
em nenhuma concentracdo de saponinas testada,caidan uma relagdo em massa

saponina/colesterol de 100.

* Apenas as saponinas de jua e o padrao (anfoteB)irgresentaram, respectivamente, CIM
abaixo de 12,5 mg/mL: 156 e 0,1&/mL (Candida albicany e 312,5 e 0,38ug/mL
(Aspergillus nigey, sem atividade anti-bacteriana. As saponinasiss 8o apresentaram

atividade antimicrobiana até 50 mg/mL.

* A composicdo das saponinas foi realizada por espeetria de massas por ionizacdo em
eletrospray no modo negativo. Em relacdo as sapsnito jua foi verificado os picos
principais em m/z 471,35 indicando certa hidrééses demais na regido entre m/z 900 e 1100

referentes as saponinas descritas na literaturpad as saponinas de sisal, foi verificado
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como pico principal m/z 771,42 como cantalasapodiraos demais concentrados entre m/z
1100 e 1350.

Na extracdo de saponinas do jud e do sisal, adigf@ms Otimas encontradas na extragédo
orbital simples com etanol 30%, auxiliadas por uan@jamento composto central, com uma
recuperacao, respectivamente de 45,6 e 38,6% daisap foram: 38,8°C; 2 h; 0,272 (relacao
jua/solvente) e 300 rpm; e 50°C, 4 h, 0,166 (relaisal/solvente) e 200 rpm.

Na extracdo micelar com Triton X-100, foi obtidop eondicdes similares a extracao orbital
simples, uma recuperacdo de 98,4 e 90,8% das sagodé sisal e de jua, respectivamente,

utilizando concentra¢cdes de Triton de 7,5 e 15%uhante 4 e 1 h.

Na extragdo com liquidos idnicos e analogos, ohone$ resultados foram obtidos durante
1,5h e 200 rpm, com os eutéticos ChCI/HAc 1/2 m(84afso) e agua (19%) e ChCl/HProp 1/2

molar (58%) e etanol (42%) para jué e sisal, naslicées de 1/20 (juéd/solvente), 30°C; e 1/10
(sisal/solvente), 50°C; com recuperacao de sapemies87 e 100%, e seletividade de 18,39 e

10,34, respectivamente.

Dentre os métodos de concentracdo estudados, oodi® ple névoa obteve a maior
seletividade, com uso de carbonato de sédio 20% gpaeparacdo bifasica, e Amberlite FPX-
66 em condi¢cdes diferentes para as saponinas d@g@°C e 25,1%) e de sisal (40,8°C e
25,4%) durante 30 min para remocdo do Triton, tecmmo fatores de concentracdap)
10,6 e 6,6, e recuperacéo de 66,19 e 49,19%, tesprente.

Na coluna de espuma, foram utilizados extratosfeentrados, como residuo liquido de sisal
(RLS), e fase supramolecular de jua gerada pet@iadie 20% de N&O; ao extrato de jua,
sendo 1,57 vezes mais concentrado, em um sistexdeegte de vazéao, adicionados de 25 g de
anéis de Raschig, com volumes iniciais de 75 e 125 pH 5 e 4, respectivamente,
recuperando em 9 h, 82,6% de saponinas de jufggnde 3,46, e para as saponinas de sisal,
em 4,5 h de operacéo, foi obtido Pgar de 1,98, e uma recuperacao de 90,5%.

No sistema de ultrafiltracdo,fgappara as saponinas de jua foi 1,42, com uma reciece
71%, enquanto para o sisal o fator de concentrigdig58 muito similar ao do RLS que foi

1,55, mas obtiveram recuperacdes distintas, 275/ Jespectivamente.

Com os testes de alteracdo de atividade enziméiohalise s sintese, as saponinas podem ser
aplicadas em alimentos ricos em proteinas, favateca producado de hidrolisados protéicos;
aditivo para hidrolise de materiais amilaceos; learxna sintese de ésteres de cadeia curta,;

farmacos anti-obesidade e ativos cosmétrtsaging
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CAPITULO 6 — TRABALHOS FUTUROS

Este trabalho foi apenas o inicio no estudo degssamento verde e aplicacdes de

saponinas, podendo gerar desdobramentos e mellagrdse os quais:

>

Modificagdo enzimatica das saponinas por glicogislagbjetivando alteracdes nas

propriedades antimicrobianas e micelares.

Esterificacdo enzimética de saponinas que possuapog) carboxilas também objetivando

alteracOes nas propriedades antimicrobianas e anesel

Testes para verificagdo se a formacdo de compleleossaponinas e colesterol em

organismos evita a sua absor¢éo, e assim, apredenten efeito hipocolesterolémico.

Estudo da extracdo micelar de compostos bioatieoplantas, substituindo Triton X-100

por saponinas.

Teste de outros surfactantes, como Pluronic, pastituicdo de Triton X-100 na extracao

micelar e pré-concentracdo por ponto de névoa.

Estudo de outros liquidos ibnicos biocompative@élogos para extracdo de saponinas, e

também na separacéo e reciclo destes para novag@ed.

Avaliacdo do uso de sistemas bifasicos aquosodittddes de alcool, agua e sais para

concentracdo de compostos bioativos.

Otimizag&o da geometria da coluna de espuma pdoflinamica computacional, e seu uso

para concentracdo de componentes bioativos.
Producao de microbolhas (aphrons) de saponinasegaegao de componentes bioativos.

Teste de membranas com outras composi¢cOes e cdes araixo de 10 kDa, sendo

possivel substituicdo da ultrafiltracdo por nam@fgao.
Verificacdo da atuagao das saponinas sobre oiies®es$, proteases e amilases comerciais.

Utilizacdo de saponinas como surfactante primarou esecundario em formulagdes

cosméticas.

Estudo de possivel interagdo positiva entre saperensleos essenciais para uso como anti-

microbianos naturais.

Teste da atividade antimicrobiana de saponinas mmo+arganismos de uso industrial para

possiveis aplicagbes em alimentos, como produtaisi&iicos, e em biodegradacéo.
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GLOSSARIO

Adjuvantes: compostos que auxiliam os antigenos aumentando atteeira especifica a resposta
imune humoral e/ou celular contra os mesmos (Bdmdr98).

Biopirataria: pratica ilegal de exploracdo, manipulacdo, expédag comercializacdo de recursos
biolégicos de um pais a outro (http://www.conexaégssor.rj.gov.br/2009).

Bioprospeccao:atividades que acessam recurso genético, seusidesivu conhecimento tradicional
associado, descritas em projeto cujo objetivo pjaeaplicacbes de interesse econdmico
(http://www.planalto.gov.br/2009).

Constante dielétrica: habilidade de um material de armazenar energianpiadeelétrica sob a
influéncia de um campo elétrico. Quanto maior astamte dielétrica, mais o solvente
converte as microondas em energia térmica (Lidsatah 2001).

Convencdao para Diversidade Bioldgicafoi lancada no Brasil durante a realizacdo dafé€éncia
das NagOes Unidas sobre Meio Ambiente e Desenveitionem junho de 1992. Considerada
o marco referencial para as acoes relativas avamidade planetéria, tem como objetivos a
conservacao e a utilizacdo sustentavel da biodieagts e a reparticdo justa e equitativa dos
beneficios decorrentes de sua utilizacdo, bem cdosoconhecimentos tradicionais a eles
associados (Rodrigues, 2009).

Manejo Sustentavel de Recursos NaturaisE um planejamento que busca o aproveitamento
econdmico simultaneo a preservacdo dos recursestidis e aquaticos, visando a perpetuacéo
da sua cobertura vegetal, & conservagdo da bisilaele e ao desenvolvimento social. Para
realizar o0 manejo dos recursos naturais € preersautorizacao do 6rgdo competente, ou seja,
do IBAMA (Benattiet al, 2003).

Producdo mais limpa aplicacdo continua de uma estratégia ambientabliada e preventiva a
processos e produtos para reducao de riscos aggdpub ao meio ambiente. Em relacdo aos
processos, € associada a conservacdo de maténas,pe a reducdo da qualidade e toxidez e
todas as emissdes e residuos antes que deixemcesgoo Em relacdo aos produtos, a
estratégia € focada na reducdo de impactos durasitdo de vida deste, desde a extracdo da
matéria prima até a sua disposicao fiadutk & Macquarrie, 2002).

Rasurado: Material que foi submetido a fragmentacdo por mago ralador, lima ou raspador
(http://michaelis.uol.com.br2010).
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Figura 72 — Extratos metandlicos das plantas utiledas nesta tese




Figura 73 - Atividade antimicrobiana por difusdo en 4gar. Resultados positivos, 17: Jué e 47: Alho
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Figura 74 — MS/MS de alguns picos relativos as sapioas do sisal
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Figura 75 — MS/MS de alguns picos relativos as sapioas do jua
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Extrato Ch(Cl ChAc ChSal ChCit ChSuc ChLac

(A)
ChHex ChBz ChBut Chhal ChOx ChProp ChPhAc
Glicerol EtGlicel TUréia HAc HMal HOx HPhAc HLac HPron
Extrato ChCl ChAc ChSal ChCit ChSuc ChLac
| (B)

ChProp ChPhAc

Glicerol EtGlicol Uréia

jlasi

Figura 76 — Extracdo de saponinas de sisal (A) e & (B) utilizando liquidos idnicos e analogos cdendo
ChCl/aditivo 1/2 molar, e co-solventes sendo a esgrda agua e a direita etanol 30%
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(A)
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(B)

Figura 77 — Exemplos da aplicagé diferentes sgpara concentracéo de saponinas de sisal (A) ejdé
(B) por ponto de névoa. (1) citrato de sodio, (2)@CO3, (3) NaHCO;, (4) NaNG;, (5) (NH,),SO,

“u
)

Figura 78 — Interacao das Saponinas com lipase (aetermelha)
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